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El desarrollo de la acuicultura se ve limitado por la aparición de enfermedades 
infecciosas, entre las que se encuentran las producidas por Vibrio harveyi y 
Photobacterium damselae subsp. piscicida, patógenos para lenguados (Solea 
senegalensis). Como medida profiláctica se han usado tanto las vacunas como las 
bacterias probióticas. Una característica que pueden poseer los probióticos es la de 
activar la respuesta inmunitaria. Además existen bacterias que poseen antígenos 
comunes a lo patógenos, generando reacción cruzada, donde los anticuerpos producidos 
por la cepa reaccionarían con los antígenos del patógeno. De esta forma un probiótico 
con estas características podría utilizarse de forma similar a una vacuna viva. Por tanto 
en este trabajo se propuso la búsqueda y selección de bacterias probióticas con 
capacidad antagonista frente a P. damselae y V. harveyi, y similitud antigénica. 
Se estudiaron 718 cepas aisladas de agua de mar y de peces. Estas se 
seleccionaron, en fases sucesivas, en base a la existencia de antígenos comunes con los 
patógenos (dot blot y Western blot) y su capacidad de inhibir el crecimiento de los 
patógenos in vitro. De este proceso se seleccionaron 5 cepas, a las que se determinaron 
su avirulencia, activación de la respuesta inmunitaria, y características fisiológicas.  
Finalmente se seleccionó la cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 para su 
administración a lenguados, caracterizada por su capacidad de inhibición de ambos 
patógenos y por la presencia de antígenos comunes con estos. Los resultados mostraron 
que la bacteria activó la respuesta inmunitaria de los peces, siendo la inoculación 
intraperitoneal la que generó una mayor producción de anticuerpos. También se detectó 
anticuerpos en el mucus de los peces. La ingestión del probiótico aumentó la diversidad 
microbiana en el tracto intestinal.  
La administración de V. proteolyticus DCF12.2 por vía intraperitoneal, oral y 
baño dio un 30-40 % de protección frente a P. damselae subsp. piscicida. En el caso de 
V. harveyi, la administración intraperitoneal del probiótico dio un 67 % de protección, 
mientras que los tratamientos por baño y dieta no protegieron. Finalmente se realizó un 
ensayo combinando la acción de una vacuna bivalente frente a los dos patógenos junto a 
la administración del probiótico (ambos por baño). Tras la infección experimental con 




vacuna, y un 40 % con la combinación vacuna-probiótico. En el caso de los peces 
infectados con V. harveyi se obtuvo una protección del 50 % en todos los tratamientos. 
En conclusión: la cepa seleccionada mostró un gran potencial para ser utilizada 





























1. Situación actual de la acuicultura 
 
1.1. La acuicultura a nivel global 
El crecimiento poblacional y el desarrollo económico son los factores más 
importantes que conducen a un aumento en la demanda de productos pesqueros de alta 
calidad (Bush et al., 2013). La producción global de alimentos debe subir un 70 % entre 
2010 y 2050 para una población que se estima en más de 9 mil millones de personas en 
2050, y en la que en la actualidad más de 800 millones de personas sufren aun 
desnutrición crónica (Asociación Empresarial de Productores de Cultivos Marinos; 
APROMAR, 2016).  
En las últimas cinco décadas la producción acuícola ha crecido de manera 
constante a un ritmo del 3,2 % (Organización de las Naciones Unidas para la 
Alimentación y la Agricultura; FAO, 2014) (Figura 1), y de manera espectacular desde 
los 80, superando el ritmo de crecimiento de la población mundial que es del 1,6 %. 
Gran parte de esa población tiene al pescado como unica fuente de proteína (3 mil 
millones, según el Fondo Mundial de la Naturaleza, WWF, 2015). Sin embargo la 
extracción pesquera se ha estancado, por lo que dicha demanda se mantiene gracias al 
incremento de la producción acuícola (Tabla 1). 
El cultivo tanto de peces como de plantas acuáticas se conoce en algunas 
regiones del mundo desde hace 4.000 años. En 2014, el 84 % de la acuicultura se 
encontraba en Asia y más concretamente en más del 60 % en China, mientras que la 






Figura 1. Evolución desde la decada de 1950 hasta 2014 del volumen de capturas mundiales tanto en 
acuicultura como de pesca extractiva. (The State of World Fisheries and Aquaculture 2016, FAO). 
 
Tabla 1. Producción en capturas pesqueras y acuicultura, y su utilización en millones de toneladas 
(excluyendo plantas acuáticas) (FAO, 2016). 
 2009 2010 2011 2012 2013 2014 
PRODUCCIÓN 
Pesca de captura 
Continental 10,5 11,3 11,1 11,6 11,7 11,9 
Marina 79,7 77,9 82,6 79,7 81,0 81,5 
Total de Capturas 90,2 89,1 93,7 91,3 92,7 93,4 
Pesca de acuicultura 
Continental 34,3 36,9 38,6 42,0 44,8 47,1 
Marina 21,4 22,1 23,2 24,4 25,5 26,7 
Total Acuicultura 55,7 59,0 61,8 66,5 70,3 73,8 
TOTAL PESCA GLOBAL 145,9 148,1 155,5 157,8 162,9 167,2 
UTILIZACIÓN 
Consumo humano 123,8 128,1 139,8 136,9 141,5 146,3 
Uso no alimentario 22,0 20,0 24,7 20,9 21,4 20,9 
Población (miles de millones) 6,8 6,9 7,0 7,1 7,2 7,3 






1.2. La acuicultura en Europa 
La acuicultura juega un importante papel en la producción de productos 
acuáticos de calidad en la Unión Europea, desempeñando un papel muy significativo en 
el desarrollo social y económico de determinadas zonas. Las especies con mayor 
producción en 2014 fueron el mejillón (493.192 t), la trucha (194.081 t) y el salmón 
(175.090 t) (Tabla 2) predominando el cultivo de peces (51,4 %) frente a los moluscos 
(48,5 %) frente de agua salada (27 %) y agua dulce (23 %). Respecto al valor de venta 
se encontraron como especies predominantes el salmón (978,2 millones de €), la trucha 
(613,6 millones de €) y el mejillón (523,0 millones de €) (Tabla 3).  
 
Tabla 2. Principales especies producidas mediante acuicultura en la 
Unión europea, por tonelada y porcentaje del total, en 2014 (FAO). 
Especie Producción % Producción 
Mejillón 493.192 38,4 
Trucha 194.081 15,1 
Salmón 175.090 13,6 
Ostión japonés  86.371 6,7 
Dorada 85.843 6,7 
Lubina 63.965 5,0 
Carpa 70.938 5,5 
Almeja japonesa  31.651 2,5 
Rodaballo 11.849 0,9 









Tabla 3. Principales especies producidas mediante acuicultura en la Unión 
europea, por valor en millones de € y porcentaje del total, en 2014 (FAO). 
 
 
La producción europea de peces de acuicultura, según datos de 2014, sumó 
660.787 toneladas, con un crecimiento del 1,6 % respecto a 2013; y el valor total de los 
peces de acuicultura fue de unos 2.993 millones de €, lo que supone un incremento del 
5,5 % respecto de 2013 (APROMAR, 2016). 
España con 282.242 t (22,0 % del total de la UE), Reino Unido 204.617 t     
(15,9 %) y Francia 204.300 t (el 15,9 %) encabezaron la producción en acuicultura en 
2014, aunque si consideramos el valor de la producción, el Reino Unido es el primer 
productor con 1.016,3 millones de € (23,8 % del valor total), seguido por Francia con 
774,2 millones de € (18,8 %) y Grecia con 472,9 millones de € (11,6 %) en 2014. 
España ocupa la cuarta posición con 450,1 millones de € (10,2 %). A pesar de la 
importancia de la acuicultura en zonas costeras y continentales, y las sucesivas 
directivas que se han fijado para aumentar la seguridad y calidad de la producción 
acuícola, no se ha conseguido que la tasa de producción acuícola comunitaria crezca a la 
misma tasa que en el resto del mundo.  
Los principales objetivos que ha fijado la Unión Europea en materia de 
acuicultura sostenible se encuentran recogidos en las directrices estratégicas para el 
desarrollo sostenible de la acuicultura de los países de la Unión Europea hasta 2020 
Especie Valor  % Valor 
Salmón  978,2 23,4 
Trucha  613,6 14,7 
Mejillón  523,0 12,5 
Ostión japonés  452,2 10,8 
Dorada  448,8 10,7 
Lubina  406,5 9,7 
Carpa  151,1 3,6 
Almeja japonesa  136,5 3,3 
Rodaballo  74,6 1,8 




(Reglamento (CE) nº 508/2014). Estas lineas estratégicas son la innovación, la 
diversificación de la acuicultura y el respeto al medio ambiente. 
 
1.3. Acuicultura en España 
La producción acuícola hasta los años 80 se centraba en empresas pequeñas de 
cultivo del mejillón en Galicia, cultivo de la trucha arco iris, y acuicultura en los esteros 
gaditanos. En los años 90 se vivió el despegue de la acuicultura cuando se incorporan 
nuevas especies como el rodaballo en el norte de España; la dorada y la lubina en el Sur, 
Levante y Canarias. Actualmente España posee una producción de 282.242 t, 
mayoritariamente moluscos (APROMAR, 2016). Casi el 80 % se corresponde con 
mejillones (220.449 t) y el resto son lubinas (17.376 t), doradas (16.230 t), rodaballos 
(6.814 t) y truchas arco iris (15.111 t) (APROMAR, 2016). Los principales núcleos de 
acuicultura se encuentran en Galicia, Cataluña y Andalucía, proporcionando una 
alternativa al desarrollo de las zonas costeras, muy dependientes a la pesca tradicional, 
proporcionando empleo a 20.000 personas. La mayor parte de la acuicultura se lleva a 
cabo en zonas marinas. 
La clave para el desarrollo de la acuicultura en España pasa por mejorar la 
investigación, favorecer el desarrollo tecnológico y la diversificación cultivos 
(APROMAR, 2016). El crecimiento de la producción en acuicultura debe estar 
aparejado con el mantenimiento y preservación del bienestar de los peces. La mala 
manipulación, el transporte deficitario, desnutrición o una alta densidad de peces 
almacenados, pueden conllevar al aumento de la susceptibilidad en la aparición de 
numerosas enfermedades debido a una depresión en el sistema inmune del pez (Ashley, 
2007). 
Dentro de los objetivos de diversificación del cultivo de peces, se ha abordado la 
cría de una gran diversidad de especies (Tabla 4), entre las que destaca el cultivo de 








Tabla 4. Especies de baja producción comercial en toneladas en acuicultura marina de España (Jacumar, 2014) 
Nombre comercial Nombre científico Total 
Anguila europea Anguilla anguilla 395,83 
Baila Dicentrarchus punctatus 0,80 
Besugo  Pagellus bogaraveo 184,19 
Especies de estero  Especies de estero 4,20 
Fúndulo o piraña Fundulus heteroclitus 3,22 
Lenguado europeo Solea solea 485,47 
Lenguado senegalés Solea senegalensis 272,27 
Lisa Chelon labrosus 174,74 
Pejerrey Atherina boyeri 0,67 
Sargo Diplodus sargus 1,56 
 
1.4. El cultivo del lenguado 
Los lenguados provienen de la familia de los Soleidos, formando parte del orden 
Pleuronectiformes, llamado popularmente peces planos debido a su morfología. Existen 
diversas especies que se encuentran en el Mediterráneo siendo las más importantes el 
lenguado común (Solea solea) y el lenguado senegalés (Solea senegalensis Kaup, 1858) 
siendo esta última la que se adapta mejor a las características de cultivo en la zona sur 
de la península ibérica (Dinis et al., 1999).  
El lenguado senegalés tiene una gran similitud morfológica y biológica con el 
lenguado común y se diferencia por la coloración negra de la aleta pectoral al lado de 
los ojos, mientras que el lenguado común presenta una única mancha negra cerca del 
borde de la aleta pectoral al lado de los ojos (Desoutter, 1990). 
Se localiza en el Atlántico, desde el Golfo de Vizcaya (región de La Rochelle) 
hasta las costas de Senegal, aunque también se encuentra en el Mediterráneo Occidental 
con menos frecuencia. 
Es un pez bentónico que vive en fondos arenosos o fangosos, que habitan el 
fondo decursos de agua dulce y salada. Los adultos se alimentan de pequeños 
invertebrados, principalmente poliquetos bivalvos y, en menor medida de pequeños 




El interés por el lenguado en la acuicultura surge por la necesidad de 
diversificación de la acuicultura española (APROMAR, 2016). Desde los últimos treinta 
años, el lenguado senegalés es la especie con mayor potencial en acuicultura en el sur de 
Europa y en los países mediterráneos, especialmente España y Portugal (Dinis et al., 
1999), consolidando su cultivo debido al aumento en las investigaciones sobre su 
reproducción, desarrollo y su precio en el mercado (Castelo Branco et al., 2010; 
Cañavate, 2011; Morais et al., 2014). Además, gastronómicamente es uno de los peces 
más solicitados debido a que sus filetes no poseen espinas y tiene una textura suave. 
En 2015 se produjeron 664 t de lenguado, localizadas en Andalucía, Galicia y 
Canarias (APROMAR, 2016). Respecto a 2013 hubo un incremento de producción del 
33,2 % por lo que tiene una potencia real de expansión para los próximos años dentro de 
la acuicultura española, y está en un momento de despegue a la vista de cómo se ha 
incrementado el precio a medida que disminuyen las capturas marinas. Los costes de 
producción del lenguado se encuentran en 9,62 € por kilo (Mispeces.com, 2014) con un 
precio de venta al público de 17,74 € por kg (MAPAMA, 2015). 
A pesar del esfuerzo realizado en I+D y los ensayos a escala industrial, uno de los 
principales limitantes en la producción del lenguado es su vulnerabilidad a diversas 
enfermedades infecciosas, tanto víricas (encelopatía y retinopatía producidas por 
betanodavirus (Olveira et al., 2008), como bacterianas (Tabla 5), por lo que es 
necesaria la aplicación de vacunas y una mejora de las medidas profilácticas (Dinis et 
al., 1999; Anguis y Cañavate, 2005). 
La fotobacteriosis es a día de hoy una de las principales causas de importantes 
pérdidas en el cultivo de lenguado senegalés, llegando a ser uno de los principales 
factores limitantes en la producción de dicha especie (Toranzo et al., 2005). Tanto       
P. damselae subsp. piscicida como V. harveyi han sido descritas como las bacterias más 
frecuentemente aisladas en brotes aparecidos en cultivos de lenguados del sur de España 









Tabla 5. Principales enfermedades bacterianas que afectan a Solea senegalensis.  
Enfermedad Patógeno Referencia 
Edwardsielosis Edwardsiella tarda Castro et al., 2012 
Flexibacteriosis Tenacibaculum maritimus Costas et al., 2014 
Fotobacteriosis 
Photobacterium damselae subsp. 
piscicida 
Zorrilla et al., 1999; Romalde, 2002; 
Magariños et al., 2003;Arijo et al., 2005a,b 
Furunculosis 
Aeromonas salmonicida subsp. 
salmonicida 
Magariños et al., 2011 
Vibriosis 
Vibrio harveyi 
Zorrilla et al.., 2003; Arijo et al., 2005a,b; 
Toranzo et al., 2005; Rico et al., 2008 
Vibrio parahaemolyticus Zorrilla et al., 2003; Arijo et al., 2005a  
 
2. Características generales de Photobacterium damselae subsp. 
piscicida 
 
P. damselae es el agente causal de la fotobacteriosis (también denominada 
pasteurelosis o pseudotuberculosis), una enfermedad grave que posee una alta 
distribución global y afecta a una gran variedad de especies de peces de importancia en 
la acuicultura (Rigos y Katharios, 2010). Aunque esta enfermedad fue descrita por 
primera vez en poblaciones salvajes de perca (Morone americanusen) y lubina rayada 
(Morone saxatilis) en Estados Unidos, posee en la actualidad un amplio rango de 
hospedadores en peces marinos (Tabla 6) (Romalde, 2002). 
 
2.1. Características morfológicas y bioquímicas 
 P. damselae subsp. piscicida es una bacteria halófila de la familia Vibrionaceae 
(Janssen y Surgalla, 1968). Ha sido descrita por varios autores (Snieszko et al., 1964; 
Janssen y Surgulla, 1968; Hawke et al.,1987; Toranzo et al., 1991; Nakai et al., 1992) 
como una bacteria pleomórfica (de 0.5 × 1.5 µm de tamaño), Gram negativa, anaerobia 
facultativa con una pronunciada tinción bipolar, oxidasa y catalasa positiva, 
fermentativa pero sin producción de gas en medio O/F y sensible al vibriostático 0/129. 
P. damselae subsp. piscicida es negativa para indol, ureasa, gelatinasa, amilasa, arginina 




hidrógeno. Aunque se consideraba un taxón homogéneo al aplicarse técnicas 
moleculares como el ribotipado y RAPD se ha rebatido esta homogeneidad (Romalde 
2002). La temperatura óptima de crecimiento es entre 22º C y 30º C aunque P. damselae 
subsp piscicida puede crecer entre 15 ºC y 33 ºC usando como medio agar triptiscasa de 
soja complementado con un 2 % de NaCl.  
 
Tabla 6. Especies potencialmente hospedadoras de Photobacterium damselae subsp piscicida. 
Especie cultivada Referencia 
Dorada (Sparus aurata) Toranzo et al., 1991; Bakopoulos et al., 1997 
Lubina (Dicentrarchus labrax) Balebona et al., 1992; Candan et al., 1996 
Platichthys stellatus Cho et al., 2013 
Cobia (Rachycentron canadum) Lopez et al., 2002; Liu, P. C. et al., 2003; Chu et 
al., 2013 
Paralichthys olivaceus Fukuda et al., 1996 
Urta (Pagrus auriga) Labella et al., 2006; García Rosado et al. 2007 
Seriola (Seriola quinqueradiata) Kimura y Kitao,1971 
Atún (Thunnus thynnus) Mladineo et al., 2006 
Acanthopagrus schlegelii Onishi et al.,1982 
Lenguado (Solea senegalensis) Zorrilla et al., 1999; Romalde, 2002 
Perca americana (Roccus americanus) Snieszko et al., 1964 
lubina estriada (Morone saxatilis) Snieszko et al., 1964 
Mero americano (Morone americana) Snieszko et al., 1964 
Pargo japonés Pagrus major Yasunaga et al.,1983 
Palometa blanca (Trachinotus ovatus) Zhao et al., 2009 
 
 
2.2. Modo de transmisión e infección 
Aún cuando después de la ingestión oral el patógeno aparece en el estómago 
antes de extenderse a los órganos internos (Wakabayashi et al., 1977), el modo de 




(1987) detectó la invasión de P. damselae subsp. piscicida a través de las branquias 
usando técnicas de anticuerpos fluorescentes. 
Janssen y Surgalla (1968) y Toranzo et al. (1982) indicaron que P. damselae 
subsp. piscicida no es viable en el medio acuático y necesita de la transmisión directa 
pez a pez.. P. damselae subsp. piscicida parece ser un organismo muy lábil aunque por 
otra parte se ha demostrado que cuando las condiciones no son idóneas la actividad 
metabólica de P. damselae subsp. piscicida se reduce, aunque mantiene su potencial 
patógeno en los peces cuando las condiciones vuelven a ser adecuadas (Magariños et 
al., 1996b).  
La patología de la fotobacteriosis está descrita de manera amplia (Romalde, 
2002), siendo más frecuente durante los meses de verano, cuando las temperaturas del 
agua son superiores a 23 ºC y cuando la calidad del agua es baja. La diseminación de   
P. damselae subsp. piscicida puede ser rápida y sus efectos letales pueden manifestarse 
en pocos días. Los peces afectados pueden no mostrar lesiones aparentes a excepción de 
anorexia, oscurecimiento del epitelio, la inflamación en la cavidad peritoneal y en 
algunas ocasiones ligeras hemorragias. Los cambios patológicos que ocurren en los 
órganos depende si la enfermedad se muestra en su forma aguda o crónica (Magariños 
et al., 1996b). En la fase aguda existen pocos cambios patológicos; caracterizándose la 
enfermedad por la palidez de hígado, riñón y bazo y la presencia de acumulaciones 
bacterianas. P. damselae subsp. piscicida se presenta en los órganos de manera aislada o 
dentro de los fagocitos, en acumulaciones que ocupan los capilares de los órganos 
ocasionando isquemia local y necrosis focalizada. En la forma crónica de la enfermedad 
se observaron nódulos blancos de 0,5-3,5 mm de diámetro en los órganos internos 
(Magariños et al., 1996b), particularmente en riñón y bazo, compuestos por masas de 
células bacterianas y fagocitos necrotizados con la bacteria intacta en su interior 
(Romalde, 2002) y es capaz incluso de multiplicarse en su interior (López-Dóriga et al., 
2000; Elkamel y Thune, 2003) lo que indicaría la capacidad de P. damselae subsp. 
piscicida para sobrevivir dentro de los macrófagos del hospedador.  
La enfermedad se combate con dificultad mediante antibióticos, y existen 






2.3. Mecanismos de patogenicidad  
P damselae es altamente patogénica con importantes mecanismos de virulencia. 
P. damselae subsp. piscicida es capaz de invadir tanto macrófagos (Elkamel et al., 
2003) como líneas celulares in vitro (Elkamel y Thune, 2003) mediante diferentes 
factores de virulencia (Tabla 7). Sin embargo se conoce todavía muy poco de la base 
molecular de estos factores de virulencia. 
 
Tabla 7. Mecanismos de virulecia de Photobacterium. damselae subsp. piscicida. 
Mecanismo de virulencia Referencia 
Cápsula Magariños et al., 1996a; Barnes et al.,1999 
Mecanismos de adherencia Acosta et al., 2009 
Mecanismos de invasión celular Acosta et al., 2006 
Mecanismos de secuestro de hierro 
Magariños et al., 1994b; Juiz-Río et al., 2005; Díaz-Rosales et 
al., 2006 
Proteínas apoptóticas do Vale et al., 2003;2005 
Productos extracelulares 
Bakopoulos et al., 2004; Diaz-Rosales et al., 2006; Naka et al., 
2007; Andreoni y Magnani 2014 
 
 
La existencia de una cápsula de naturaleza polisacarídica juega un papel 
importante en la virulencia de los patógenos, incrementando la virulencia.(Magariños et 
al., 1996a; Barnes et al., 1999). Esta cápsula es dependiente a la presencia de hierro 
(Magariños et al., 1996a; do Vale et al., 2002). 
La adherencia parece estar mediada por un receptor proteico de la superficie de 
la membrana celular. Experimentos de adherencia in vitro, usando diferentes líneas 
celulares de peces, demostraron que P. damselae tiene la capacidad de adherirse e 
invadir células epiteliales SAF- 1 (Acosta et al., 2009). 
La capacidad de las bacterias patógenas para adquirir el hierro es esencial para 
su crecimiento dentro del hospedador y esencial, por lo tanto, para causar infecciones. 
P. damselae subsp. piscicida posee un sistema de adquisición de hierro de alta 
eficiencia en el hospedador mediante sideróforos. (Magariños et al., 1994b). La 
importancia del hierro en la virulencia de P. damselae subsp. piscicida se ha 




porque se expresaron ciertas actividades enzimáticas únicamente cuando las cepas se 
cultivaron en condiciones de restricción de hierro. Se detectó un aumento en la actividad 
catalasa en medios limitados de hierro por lo que se supone que esta enzima es 
responsable de la supervivencia de P. damselae subsp. piscicida dentro del hospedador. 
(Díaz-Rosales et al., 2006). 
Los productos extracelulares (ECP) secretados por patógenos juegan un papel 
importante en la colonización, invasión y diseminación del patógeno al lisar las células 
del hospedador e invadir las células adyacentes (Andreoni y Magnani, 2014). Otras 
funciones que pueden tener los ECP se relacionan con la nutrición bacteriana o como 
medio que tienen las bacterias para neutralizar los mecanismos de defensa del huésped, 
provocando reacciones inflamatorias y la necrosis de tejidos. Uno de estos ECP es una 
exotoxina, la proteína inductora de apoptosis (AIP56), secretada de manera abundante 
por cepas virulentas de P. damselae subsp. piscicida y responsable de la apoptosis de 
macrófagos y neutrófilos. Esta toxina favorece la supervivencia de P. damselae subsp. 
piscicida y su posterior diseminación (do Vale et al. 2003; 2005). 
 
3. Características generales de Vibrio harveyi  
 
Vibrio harveyi ha sido descrita como patógeno para diversos organismos 
acuáticos (Tabla 8) causando importantes pérdidas en acuicultura en amplias zonas 
geográficas (Liu, P. C. et al.,1997; Austin y Zhang, 2006; Jayasree et al., 2006). Se ha 
comprobado que este patógeno es difícil de erradicar y el uso intensivo de antibióticos 
en granjas ha ocasionado el desarrollo de cepas resistentes a los antibióticos 
(Karunasagar et al., 1994).  
3.1. Características morfológicas y bioquímicas 
V. harveyi es una bacteria halofílica, Gram negativa, anaerobia facultativa, con 
un tamaño de 0,5-1,0 µm a 1,2-2,5 µm, y que habita en medios marinos. Puede vivir 
como comensal asociado a otros seres vivos (Ruby y Morin, 1978), o libre en el agua 
(Farmer et al., 2005). Se suele encontrar V. harveyi en una alta densidad en aguas 
cálidas en un rango de temperatura de 20 ºC a 30 ºC (Austin y Zhang, 2006). Su 




producen cuando la temperatura del agua está entre 20 y 30 ºC (Alavandi et al., 2006; 
Travers et al., 2008). 
Entre sus características están que no produce esporas ni tampoco posee cápsula 
y tiene un único flagelo polar 2-3 veces mayor que la célula. Debido a la gran 
diversidad dentro del género Vibrio, la identificación bioquímica de V. harveyi presenta 
problemas, por lo que se tiende a la identificación mediante biología molecular (Pang et 
al., 2010). pudiéndose diferencias mediante estudios de huella dactilar las cepas 
patogénicas de aquellas que no lo son (Hernandez y Olmos, 2004; Rico et al; 2008). 
Tabla 8. Especies hospedadoras de Vibrio harveyi. 
Especie cultivada Referencia 
Tiburón trozo (Carcharhinus plumbeus) Bertone et al., 1996 
Dorada (Sparus aurata) Haldar et al., 2010 
Dentón común (Dentex dentex), dorada (Sparus 
aurata) y lubina (Dicentrarchus labrax) 
Pujalte et al., 2003 
Lenguado senegalés (Solea senegalensis) Zorrilla et al., 2003; Rico et al., 2008 
Trucha arcoiris(Oncorhynchus mykiss) y 
salmon atlántico (Salmo salar) 
Zhang y Austin, 2000 
Robalo (Centropomus undecimalis) Kraxberger-Beatty et al., 1990 
Jurel (Caranx hippos) Kraxberger-Beatty et al., 1990 
Otros peces Ishimaru y Muroga ,1997; Lee, K. K. et al., 2002  
Penaeus monodon 
Karunasagar et al., 1994; Liu, P. C. et al., 1996; 
Lavilla-Pitogo et al., 1998; Dechamma et al., 2015 
Penaeus japonicus Liu, P. C. et al., 1996 
Paralichthys dentatus Soffientino et al., 1999; Lee, K. K. et al., 2002 
Litopenaeus vannamei Robertson et al., 1998; Soto-Rodriguez et al., 2012  
Penaeus chinensis Vandenberghe et al., 1998 
Holoturia (Holothuria scabra) Becket et al., 2004 
Corales Sutherland et al., 2004 
Almejas (Ruditapes philippinarum) Paillard et al., 2008 
Oreja de mar (Haliotis diversicolor) Nishimori et al., 1998; Huchette y Clavier, 2004 





3.2. Modo de transmisión e infección 
La bacteria V. harveyi es uno de los agentes causales de la vibriosis. Comenzó a 
tener importancia como patógeno a finales de la década de los 90 debido a las grandes 
pérdidas que causó en el cultivo del langostino y otros crustáceos (Prayitno y Latchford, 
1995; Lavilla-Pitogo et al., 1998; Robertson et al., 1998; Vandenbegue et al., 1998). La 
bacteria también ha sido aislada en peces (Zhang y Austin, 2000; Pujalte et al., 2003; 
Zorrilla et al., 2003; Rico et al., 2008; Haldar et al.,2010), produciendo brotes de la 
enfermedad durante todo el año, lo que genera grandes pérdidas en la acuicultura. El 
calentamiento global de los océanos ha ocasionado un aumento en las infecciones de V. 
harveyi (Travers et al., 2008) debido al aumento de la virulencia de los vibrios marinos 
(Paillard et al., 2004; Gagnaire et al., 2006) y a la dispersión V. harveyi fuera del área 
de distribución conocido (Sganga et al., 2009). 
Los peces infectados por vibriosis comienzan padeciendo letargia y pérdida de 
apetito. Cuando la enfermedad progresa, comienzan a aparecer úlceras y zonas 
necróticas en la piel, hemorragias en la boca y en la piel, y opacidad en los ojos. La 
enfermedad termina haciéndose sistémica sin el tratamiento adecuado, sufriendo los 
peces inflamación y necrosis intestinal, anemia, hemorragias en los músculos y órganos 
internos, y palidez en el hígado. Los animales pueden también mostrar desorientación. 
(Grimes et al., 1985; Zorrilla et al., 2003; Thompson et al., 2004). 
 
3.3. Mecanismos de patogenicidad  
A pesar de la importancia de los mecanismos de virulencia de V. harveyi, no se 
conocen totalmente debido a que existe una gran variabilidad en los mecanismos de 
virulencia entre diferentes especies hospedadoras y entre las diferentes cepas (Zhang y 
Austin, 2000; Conejero y Hedreyda, 2004; Austin y Zhang, 2006) (Tabla 9).  
Se relaciona la patogenicidad de V. harveyi con deteminados factores de 
virulencia, siendo uno de los más importantes la secreción de productos extracelulares 
(Zhang y Austin, 2000; Zhang, X. H. et al., 2001; Soto-Rodríguez et al., 2003; Teo et 
al., 2003; Henke y Bassler, 2004). Probablemente la hemolisina es la enzima más 
ampliamente distribuida entre las cepas patógenas de V. harveyi. Las hemolisinas son 




patógenas de V. harveyi (Zhang, X. H. et al., 2001). La capacidad de unirse al hierro de 
los tejidos mediante un sistema de sideróforos es otro factor de virulencia en V. harveyi 
(Owens et al.,1996). 
El sistema se secreción tipo III (TTSS) (Henke y Bassler, 2004) está 
compuesto por varias proteínas que permite la inoculación de determinadas moléculas 
en el citoplasma de la célula eucariota. Estas moléculas alteran el sistema de 
transducción de señales en la célula hospedadora para mejorar la supervivencia, la 
infección o la adhesión bacteriana (Keyser et al., 2008; Stavrinides et al., 2008). 
Además el sistema TTSS causa la inflamación y la alteración del citoesqueleto.  
Se han identificado otros factores de virulencia como bacteriocinas y los 
lipopolisacáridos. Tanto McCall y Sizemore (1979) y Prasad et al., (2005) lograron 
caracterizar bacteriocinas en V. harveyi. El lipopolisacárido (LPS) es un antígeno de 
superficie de la membrana externa de las Gram negativas, actuando como endotoxina 
(Raetz y Whitfield, 2002) con capacidad citotóxica, proteolítica y hemolítica en V. 
harveyi (Montero y Austin, 1999). 
El biofilm bacteriano es un sistema de defensa contra los agentes 
antimicrobianos (Costerton et al., 1999) y actúa también como sistema para absorber 
moléculas orgánicas cercanas de manera más eficaz (Decho, 2000), lo que explica que 
Vibrio spp. ocupe de manera eficaz una gran cantidad de nichos ecológicos (Costerton 
et al., 1987). La persistencia de V. harveyi en los sistemas de acuicultura se debe a la 
formación de biofilms con resistencia a desinfectantes y antibióticos (Karunasagar et 
al., 1994). 
Una de las formas de regulación de los factores de virulencia es mediante el 
mecanismo de quorum sensing, un sistema de comunicación entre células que sirve para 
regular la expresión génica en base a la concentración celular en el medio 
(Ruwandeepika et al., 2012; Soni et al., 2015). El sistema quorum sensing regula varios 
factores de virulencia como son las toxinas extracelulares (Manefield et al., 2000), 
metaloproteasas (Mok et al., 2003; Ruwandeepika et al., 2011), sistema de secreción 







Tabla 9. Factores de virulecia de V. harveyi. 
Mecanismo de virulencia Referencia 
Productos extracelulares 
Zhang y Austin, 2000; Zhang, X. H. et al., 2001;Soto-
Rodríguez et al., 2003;Teo et al., 2003; Henke y Bassler, 2004 
Sistema se secreción tipo III  Henke y Bassler, 2004 
Habilidad de formar biofilms Karunasagar et al.,1994 
Capacidad de unirse al hierro Owens et al., 1996 
Bacteriocinas McCall y Sizemore,1979; Prasad et al., 2005  
Lipopolisacárido Montero y Austin, 1999; Baffone et al., 2001 
 
4. El uso de antibióticos en acuicultura frente a las enfermedades 
bacterianas y su impacto 
 
Uno de los retos que presenta la acuicultura global es la minimización de su 
impacto en el medio natural (Allsopp, 2008), entre ellos evitar el exceso de pienso y 
desechos provenientes de la acuicultura, y disminuir el uso de antibióticos para el 
control de enfermedades infecciosas. 
Debido a la intensificación de la acuicultura, durante las últimas décadas los 
antibióticos se han usado como estategia tradicional para el tratamiento y prevención de 
las patologías de peces. Sin embargo esto ha provocado la propagación de 
microorganismos resistentes a antibióticos que pueden ser transmitidos desde el medio 
acuático al hombre (Van den Bogaard y Stobberingh, 2000; Kim, S. R. et al., 2004; 
Akinbowale et al., 2006; Cabello, 2006). También se ha incrementado la entrada de 
bacterias que puedan transmitir plásmidos de resistencia de antibióticos a patógenos que 
infectan al hombre (FAO, 2005). Por otra parte los antibióticos inhiben o destruyen 
microbiota beneficiosa tanto el ecosistema gastrointestinal como en el ambiente 
acuático. Los residuos de los antibióticos se acumulan en los productos acuícolas y son 
perjudiciales para el consumo humano (OMS, 2006). Debido a todos estos problemas 
asociados a los antibioticos, los gobiernos han introducido legislaciones más restrictivas 
en el uso de antibióticos para la producción animal: la Unión Europea y Estados Unidos 




2008) y en los países asiáticos, aunque existe menos control en el uso de antibióticos, 
están siendo presionados a través del mercado internacional.  
Una de las vías para la disminución del uso de antibióticos es mejorar las 
condiciones de vida de los peces. Muchos de los patógenos que afectan a la acuicultura 
son en su mayor parte oportunistas que solamente causan la enfermedad cuando el 
organismo está inmunodeprimido o estresado (Iturria et al, 2015), por lo que eliminar 
las causas del estrés son también un factor importante que puede reducir las infecciones 
(Tort, 2011). Esto podría lograrse mediante la mejora de la calidad del agua, evitando 
una altas densidad en los tanques almacenamiento, y mejorando la manipulación (Brock 
y Bullis, 2001). Sin embargo, no siempre es económicamente viable el cultivo de peces 
en las mejores condiciones por lo que siempre habrá riesgo de infección y es necesaria 
la aplicación de de técnicas de biocontrol eficaces. 
Para combatir las enfermedades y prevenir la dependencia y abuso a los 
antibióticos, hoy en día se promueven estrategias alternativas como la prevención a 
través de la mejora de la gestión de las instalaciones de cultivo de peces y aumentar la 
resistencia a las enfermedades mediante la activación de la respuesta inmune del pez 
mediante el uso de vacunas, inmunoestimulantes (sustancias de origen bacteriano, 
fúngico, animal o vegetal) (Sakai, 1999) y la introducción de probióticos como agentes 




En general, los peces que sobreviven a una infección muestran posteriormente 
una mayor protección ante una segunda infección. Por tanto, el principal objetivo de la 
vacunación es imitar este proceso, el de la inmunidad adaptativa, con la aparición de 
células de memoria y anticuerpos específicos. 
La vacunación en peces tiene una larga historia pero es desde hace 20 años 
cuando la vacunación se ha establecido como una medida profiláctica básica (Van 
Muiswinkel et al., 2008). Esto ha permitido la reducción tanto de la mortalidad como 
del uso de antibióticos en las piscifactorías. La vacunación se usa de manera rutinaria en 




disponibles para más de la mitad de las principales patologías virales y bacterianas en 
acuicultura (Sommerset et al.,2005). 
 
Tabla 10. Disponibilidad de vacunas comercialesfrente a los principales patógenos en acuicultura 
(Pridgeon y Klesius, 2012).  




Salmónidos, bacalao, dorada, 
peces planos, lubina y seriola 
Vibriosis de agua fría Vibrio salmonicida Salmónidos 
Úlcera invernal Moritella viscosa Salmónidos 
Furunculosis 
Aeromonas salmonicida subsp. 
salmonicida 
Salmónidos 
Furunculosis atípica Aeromonas salmonicida Salmónidos 
Yersiniosis Yersinia ruckeri Salmónidos 
Piscirickettsiosis Piscirickettsia salmonis Salmónidos 
Enfermedad de la branquia Flavovacterium branchiophylum Salmónidos 
Flavobacteriosis Flavovacterium psychrophilum Salmónidos 
Enfermedad columnar Flavovacterium columnare Salmónidos y pez gato 
Septicemia entérica Edwardsiella ictaluri Pez gato 
Edwardsiellosis Edwardsiella tarda Tilapia 
Enfermedad bacteriana renal Renibacterium salmoninarum Salmónidos 
Lactocococis Lactococcus garvieae Trucha y peces planos 
Fotobacteriosis 
Photobacterium damselae subsp. 
piscicida 















5.1. Clasificación de las vacunas según la composición 
Se han utilizado distintos diseños de inmunización de los peces, variando tanto 
la composición de la vacuna como su vía de administración. Así en base a su 
composición se pueden diferenciar en: 
Vacunas inactivadas. Se obtienen por inactivación de las células mediante el 
uso de agentes desnaturalizantes, como el calor o el formol. Son la forma más simple y 
barata de vacunar peces y se comenzaron a utilizar para inmunizar mediante inmersión 
y más tarde para inmunizar mediante inyección. Cuando estas vacunas se administran 
por via intraperitoneal con un adyuvante se mejora la presentación del antígeno ante las 
células del sistema inmunitario mejorando así la protección del pez (Cox y Coulter, 
1997). Como efectos secundarios puede existir un oscurecimiento de los tejidos donde 
se ha inyectado la vacuna o la formación de lesiones en la cavidad peritoneal debido a la 
admiministración del adyuvante (Afonso et al., 2005; Mutoloki et al., 2006; Aunsmo et 
al., 2008; Treasurer y Cox, 2008). Otras desventajas que presentan estas vacunas es que 
la vacuna puede perder inmunogenicidad al perder su conformación antigénica, 
estimulando al sistema inmunitario de manera más débil que otras vacunas como por 
ejemplo, las vacunas vivas (Criado et al.,2008). 
Vacunas basadas en la tecnología molecular. Se basan en el uso de antígenos 
puros o proteínas recombinantes, principalmente producidas en Escherichia coli, o en la 
inyección intramuscular de plásmidos de DNA codificantes de un antígeno de interés. 
Las vacunas de DNA se usan como método de defensa frente patógenos, 
principalmente virus y bacterias intracelulares, y patógenos de cultivo difícil o 
peligrosos en el laboratorio. (Pasnik y Smith 2005; Kumar et al., 2007; Gillund et al., 
2008; Secombes, 2008; Tonheim et al., 2008). Como principal desventaja se encuentra 
que en algunos países los peces tratados con vacunas de DNA se identifican como 
“organismos modificados genéticamente”. Ciertos experimentos han mostrado que la 
vacuna DNA no se degrada completamente en el sitio de la inyección con el riesgo de 
contaminar a otros peces (Lorenzen et al., 2005; Sommerset et al., 2005; Kurath et al., 
2006; Gillund et al., 2008).  
Para la producción de vacunas de antígenos puros se utilizan organismos como 
productores de antígenos específicos al introducirles el ADN que codifica dicho 




las proteínas antigénicas y que este organismo no transfiera ningún tipo de material 
genético (Clark y Cassidy-Hanley, 2005; Brun et al., 2011) 
Vacunas vivas atenuadas. Se trata de un método efectivo de vacunación 
(Shoemaker et al., 1999). Consiste en el uso de cepas vivas avirulentas o atenuadas. Al 
exponer a los peces a suspensiones vivas de bacterias se consiguen niveles aceptables de 
protección al contener esta vacuna los determinanes antigénicos necesarios (Norqvist et 
al., 1989). El patógeno atenuado es capaz de sobrevivir y replicarse dentro del 
hospedador, lo que genera una respuesta inmunitaria importante que confiere una 
protección de larga duración (Clark y Cassidy-Hanley, 2005; Clutterbuck, 2015).  
El uso de vacunas vivas no es nuevo pues la primera vacuna que protegió a los 
humanos provenía de un virus vivo en el siglo XVIII (Stewart y Devlin, 2006). De 
manera tradicional, la atenuación se ha conseguido mediante múltiples pases del 
microorganismo en el medio adecuado de crecimiento lo que resulta en mutaciones 
aleatorias que conllevan a la atenuación (Itano et al., 2006). Otras formas de obtener 
vacunas vivas o atenuadas es usar bacterias que se encuentran en el medioambiente y 
que tienen una estructura antigénica similar al patógeno (Salonius et al., 2005), 
mediante la mutagénesis química o física (Shoemaker et al., 2007), o mediante técnicas 
de biología molecular que eliminan genes de virulencia o modifican rutas metabólicas 
(Daly et al., 2001; Salonius et al., 2005).  
La principal ventaja de estas vacunas es que estumulan de manera importante la 
respuesta inmunitaria, tanto humoral como celular, debido a que la vacuna viva es capaz 
de sobrevivir dentro del organismo (Clark y Cassidy-Hanley, 2005). Una de las mayores 
desventajas de las vacunas atenuadas es que pueden ser menos seguras que las vacunas 
inactivadas y es necesario asegurar que el organismo atenuado no revierta a su forma 
virtulenta, provocando la enfermedad en el animal vacunado. También es importante 
evitar que la vacuna no sea liberada al medio ambiente, por lo que se debe seguir un 
estricto protocolo de seguridad (Frey, 2007). Esto supone un aumento en el coste de 









5.2. Vias de administración de la vacuna 
No solo la composición de la vacuna es importante para su efectividad. La vía de 
administración determina tanto su efectividad y coste del tratamiento. En acuicultura la 
administración de las vacunas se realiza fundamentalmente de manera oral (introducida 
en la comida), mediante inmersión (diluida en agua) o por inyección. 
Inyección 
Se inmuniza el pez mediante inyección intraperitoneal o por via intramuscular 
(via exclusiva para vacunas de DNA). La inyección de la vacuna supone un índice de 
protección mayor que cualquier otro método (Lillehaug, 1989; Magnadottir, 2010). Se 
han vacunado una gran variedad de especies de esta manera durante años con el 
principio de inyectar la vacuna consiguiendo proteger al pez durante un largo tiempo. Y 
como no existe la limitación del volumen como ocurre en la vacunación por inmersión 
es la via utilizada para peces grandes (Lillehaug, 1989).  
Este tipo de vacunación es lenta: requiere de una mayor mano de obra y se 
inmuniza a un menor número de peces en comparación con otras técnicas porque cada 
pez se maneja de manera individual y es necesaria la anestesia para facilitar el manejo 
del pez. Además es un método estresante: se puede dañar el epitelio favoreciendo 
infecciones secundarias como bacterias y hongos; dañar órganos vitales como la vejiga 
natatoria, e incluso ocasionar enfermedades relacionadas con el estrés. Los peces no 
pueden comer durante varios días antes de la vacunación y es preciso esperar uno o 
varios días para que el pez vuelva a alimentarse, con el perjuicio del crecimiento del 
pez. Además aumenta el peligro de que exista un accidente con la propia manipulación 
(National Office of Animal Health, 2006). 
Se han desarrollado máquinas que eliminan la exposición del trabajador a la 
vacuna y minimizan el estrés del pez, pero todavía se requiere de personal que examine 
el proceso de vacunación, como por ejemplo comprobando que la inyección se realiza 
sin problemas o que el pez vuelve a comer. Un operario con experiencia es capaz de 
vacunar hasta 3.500 peces por hora mientras que existen máquinas que pueden vacunar 








Este método continúa siendo el más eficaz para proporcionar una inmunidad a 
corto plazo en peces pequeños y sobre todo por facilitar su manejo. En las vacunas por 
inmersión suelen usarse bacterias inactivadas en formalina o bacterias vivas. El 
procedimiento de vacunación de antígenos inactivados se realizan por una exposición 
corta en suspensiones concentradas de antígenos (Método por inmersión directa) o en 
exposiciones más largas en un baño más diluido (Método por baño). 
Mediante inmersión directa se usa la vacuna poco diluída, en periodos muy 
cortos (de segundos o minutos) y con abundante aireación. El método de la inmersión 
directa es el que se usa de manera más amplia, es económico para peces pequeños (hasta 
15 g) y es muy rápida (30-120 s). La principal limitación de la vacunación por 
inmersión es la debida al tamaño de los peces. Aunque la inmersión supone una 
protección menor que por inyección, los niveles de protección son todavía altos 
(Lillehaug, 1989). Una modificación de la inmersión directa es el método de 
inmunización por baño en el que los peces son vacunados en suspensiones más diluidas 
de las vacunas desde 20 min a varias horas. Esta se suele realizar reduciendo el nivel del 
agua del tanque y aumentando la oxigenación. En la vacunación por baño la 
manipulación del pez es menor que en la vacunación por inmersión, eliminándose 
completamente el estrés. Debido a este motivo es el método ideal de vacunación, 
aunque el nivel y duración de la inmunidad no es tan grande como en otros 
procedimientos (Lillehaug, 1989). Sin embargo, como ocurre con la inmersión, el 
principal problema son los residuos de vacuna que pueden quedar en el tanque, o el uso 
de una dilución no adecuada.  
Administración oral 
La vacunación oral a través del pienso es en principio el método ideal para la 
administración de una vacuna. La eficacia de la vacuna oral depende de su 
concentración en la comida (Gravningen, 1998a), la resistencia frente a la degradación 
en el digestivo y de la absorción de los antígenos en el intestino. Por tanto, el volumen 
de antígeno requerido para este método es mucho mayor que el requerido para la 
vacunación por inyección. 
La vacuna se añade al pienso emulsionadas en aceite o englobadas con el 




intestinal sin la degradación ácida del estómago, aunque en el caso del sistema digestivo 
de Solea senegalensis es más alcalino que en otros teleosteos (Yúfera y Darias, 2007). 
Si la vacuna se administra dentro del pienso se debe tener en cuenta que los antígenos 
deben resistir las temperaturas y presiones extremas que se alcanzan en la producción de 
estos piensos.  
Debido a que no se usan adyuvantes para prolongar la presentación de los 
antígenos por via oral, la respuesta inmune es corta y la protección es menor a los 
valores obtenidos mediante inyección o inmersión. Por este motivo se suele reservar 
este método de inmunización como refuerzo para mejorar una vacunación (Vendrell et 
al., 2004; Brudeseth et al., 2013). 
 
5.3. El uso de vacunas frente a en Photobacterium damselae subsp piscicida y Vibrio 
harveyi 
P. damselae subsp piscicida tiene un periodo de infección intracelular dentro de 
los macrófagos, esta es la razón de la ineficacia de los antibióticos y la profilaxis en el 
tratamiento de los brotes de fotobacteriosis (Romalde et al., 2002). Por tanto, la 
vacunación se convierte en la mejor forma para controlar la enfermedad (Arijo et al., 
2005b). Las diferentes cepas de P. damselae subsp piscicida son séricamente muy 
homogéneas lo que facilita la obtención de una vacuna. Existen en la actualidad vacunas 
frente P. damselae subsp piscicida (Tabla 11) aunque su eficacia depende de la especie 
del pez, el tamaño, la formulación de la vacuna y la sintomatología de la enfermedad 
(Romalde y Magariños, 1997; Le Breton, 2009). Por ejemplo la vacunación en lubinas 
es más eficaz en peces con un peso entre 0,5 y 2 g. (Magariños et al., 1994c). A pesar de 
los avances conseguidos, la protección todavía sigue siendo corta en el tiempo (Le 
Breton, 2009). 
El control de las vibriosis mediante vacunación se usa ampliamente en 
crustáceos (Alabi et al., 1999; Press y Lillehaug, 1995) aunque en peces existen pocos 










Tabla 11. Vacunas existentes para P. damselae subsp piscicida. (i.p., inyección intraperitoneal; i.m., 
inyección intramuscular) (adaptada de Andreoni et al.,2014). 













Barnes et al., 
2005 
Bacterina inactivada 
mediante formalina y 




Magariños et al., 
1994c 
Bacterina inactivada 
mediante formalina y 





Hanif et al., 2005 
Bacterina inactivada con 
formalina y enriquecida con 
ECP. También se evaluó de 
manera bivalente 
Inactivada Baño, i.p. 
Lenguado (Solea 
senegalensis) 
Arijo et al., 
2005b 
Bacterina inactivada con 
formalina, enriquecida con 







Bakopoulos et al 
2003 
Bacterina inactivada 
mediante formalina y calor 
Inactivada Baño y oral 
Seriola (Seriola 
quinqueradiata) 
Fukuda y Kusuda 
1981, Hamaguchi 
y Kusuda 1989, 
Kusuda y Salati 
1993. 
Bacterina inactivada con 
formalina. Vacuna bivalente 




Gravningen et al., 
1998 
Bacterina inactivada con 
cloroformo y enriquecida 




Kawakami et al., 
1997 





Vacuna viva atenuada 
mutante aroA 
Cepa atenuada Baño o i.p. 
Híbrido de lubina 
rayada atlántica (M. 
chrysops x M. 
saxatilis) 























Tabla 11 (cont.) 














Ho et al., 









Kusuda et al., 
1988 







Dos Santos et al. 
,2013 
Antígeno recombinante DNA i.m. 
Paralichthys 
olivaceus 
Kato et al., 2015 








Los estudios sobre vacunación en el lenguado senegalés se han centrado en el 
uso de una vacuna divalente frente P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi 
enriquecida en ECP inactivada por formalina (Arijo et al., 2005b). Esta fórmula condujo 
a niveles de protección después de 4 meses de la vacunación cercanos al 75 %, después 
de los cuales el beneficio decayó. Por otra parte también se ha observado que los 
componentes subcelulares de V. harveyi, como ECP y OMP, pueden activar la respuesta 















Tabla 12. Vacunas existentes para V. harveyi (i.p., inyección intraperitoneal; i.m., inyección 
intramuscular).  










Alabi et al.,1999 








Bacterina inactivada con 














Bacterina inactivada con 
formalina enriquecida en 
ECP. También se evaluó de 
manera bivalente 
Inactivada Baño e i.p. 
Lenguado (Solea 
senegalensis) 
Arijo et al., 
2005b 
Bacterina inactivada con 
formalina enriquecida en 
ECP. 
Inactivada Oral e i.p. 
Lenguado (Solea 
senegalensis) 
Arijo et al., 2008 









Hu et al.,2011a 
Proteína de membrane 








Zhang, C. et al., 
2008 


















Cheng, S. et 
al.,2010 









Sun, K. et 
al.,2009 



















5.4. Limitaciones del proceso de vacunación 
A pesar de que el uso de vacuna se ha demostrado como uno de los métodos más 
exitosos en la prevención de enfermedades infecciosas, no deja de carecer limitaciones. 
Una de las líneas de investigación es la mejora de la eficiencia de vacunación ante 
enfermedades emergentes y patologías persistentes, pero esta se ve lastrada por el coste 
económico que supone este campo de estudio. No solo se necesita mejorar la calidad de 
la vacuna, sino también mejorar el mecanismo de administración, aumentando al mismo 
tiempo el bienestar del pez (por ejemplo, con una menor manipulación) (Brudeseth et 
al. 2013). Otra desventaja es el hecho que las vacunas no pueden ser usadas de manera 
universal como control de enfemedades: existen patologías sin una vacuna eficaz, el 
sistema inmune se desarrolla parcialmente en los peces jóvenes (huevos, alevines, 
larvas), y los moluscos y crustáceos son difíciles de vacunar (Sommerset et al., 2005). 
Debido a estas deficiencias, en los últimos años se ha hecho énfasis en la 
búsqueda de otros métodos alternativos que sustituya, o bien complementen, los 
procesos de inmunización mediante el uso de vacunas. Entre estos métodos alternativos 




En el tratamiento y sobretodo, la prevención de enfermedades ha aumentado el 
interés por nuevas estrategias en la alimentación y la salud animal (Balcázar et al., 
2008; Panigrahi et al., 2010), además que se ha incrementado la demanda mundial por 
una acuicultura más respetuosa con el medioambiente (Abdelhamid et al., 2009), 
potenciándose el uso de probióticos y sustancias inmunomoduladoras como prebióticos, 
simbioticos y fitobioticos (Merrifield et al., 2010b). 
El concepto de probiótico acuático es relativamente nuevo, existiendo varias 
definiciones (Gatesoupe, 1999; Vershuere et al., 2000; Irianto y Austin, 2002a). La más 
reciente está enunciada por Merrifield et al. (2010b) que lo define como 
microorganismo vivo, inactivado o alguno de sus componentes que administrado 
mediante la alimentación o mediante al agua beneficia al hospedador mejorando la 
resistencia ante la enfermedad, el crecimiento, la utilización del alimento, la respuesta 
ante el estrés o la salud en general; a través de la mejora del equilibrio microbiológico 




Cuando se buscan probióticos para usar en el medio acuático es importante 
considerar ciertos factores que serán diferentes si buscamos probióticos para animales 
terrestres. Los animales acuáticos tienen una relación estrecha con el medio externo, y 
los microorganismos, que son capaces de mantenerse en el medio externo del animal y 
proliferar de manera independiente al hospedador (El‐Haroun et al., 2006), son captados 
por el animal de manera constante por procesos de osmoregulación y alimentación 
(Lara-Flores, 2011). Por tanto la composición de la comunidad microbiana puede ser 
influenciada por las condiciones en las que viva el pez y esta microbiota puede ser 
modificada con la ingestion de otros microorganismos. Esta modificación de la 
comunidad microbiana constituye una herramienta viable para reducir o eliminar la 
incidencia de patógenos oportunistas (Balcázar, 2007a). Uno de los objetivos más 
importante en el uso de probióticos es mantener o establecer una relación beneficiosa 
entre microorganismos patógenos y beneficiosos en la microbiota intestinal o en el 
mucus del epitelio de los animales acuáticos. 
 
6.1. El uso de probióticos en acuicultura 
Los probióticos pueden proporcionar una protección amplia e inespecífica frente 
a enfermedades (Rengpipat et al., 2000; Panigrahi y Azad, 2007). Su uso en nutrición 
animal y humana está bien documentada (Rinkinen et al., 2003) y son aplicados en 
acuicultura (Gomez-Gil et al., 2000; Sharma y Bhukhar, 2000; Verschuere et al., 2000; 
Irianto y Austin, 2002a; Vine et al., 2006; Wang, Y. B., 2007) (Tabla 13). 
 
Tabla 13. Especies acuícolas en las que se han aplicado probióticos y los factores que cambian tras dicha aplicación. 
SI: sistema inmunitario; C: crecimiento. Hi: histología; RE: resistencia al estrés; RI: resistencia a la infección; Mi: 
microbiota intestinal. M: metabolismo; He: hematología; H: niveles de hormonas; E: actividades enzimáticas; De: 
desarrollo. 
Especie cultivada Probiótico Factor Referencia 
Anguila japonica  Lactobacillus pentosus PL11 RI Lee et al., 2013 
Catla catla PTB16 
Bacillus amyloliquefaciens RI Das et al., 2013 









Franke et al., 2013 




Tabla 13 (cont.) 





Sorroza et al., 2012; 2013 
Román et al., 2012; 2013 
Debaryomyces hansenii SI Tovar-Ramirez et al., 2010 
Lactobacillus delbrueckii SI 
Abelli et al., 2009 
Picchieti et al., 2009 
Epinephelus coioides 
Bacillus sp  C, SI Sun et al., 2010 
Lactobacillus plantarum C, SI, RI Son et al., 2009 
Gadus morhua 
Pseudomonas sp. (GP21) 
Psychrobacter sp.(GP12) 
SI Lazado y Caipang, 2011 
Phaeobacter ssp  RI D’Alvise et al., 2013 
Arthrobacter sp. 
Enterococcus  









C, RI, SI Giri et al., 2013 
Pseudomonas aeruginosa 
VSG-2 
RI, SI Giri et al., 2016 
Multiespecies 
(BF + Bacillus subtilis 
+ Lactococcus lactis 
+ Saccharomyces cerevisiae) 
RE Mohapatra et al., 2012 
Oncorhynchus mykiss 
Enterobacter sp. RI LaPatra et al., 2014 
Lactobacillus paracasei subsp 
tolerans 
C, M López-Cazorla et al., 2014 
 
Kocuria SM1 y Rhodococcus 
M2 
 




Tabla 13 (cont.) 






C Ramos et al., 2013 




SI, RI Pérez-Sánchez et al., 2011 
Lactobacillus rhamnosus  SI Panigrahi et al., 2011 
Kocuria SM1 
Rhodococcus 
SI Sharifuzzaman et al., 2011 
Kocuria  SI, RI 
Sharifuzzaman y Austin, 
2010 
Lactobacillus rhamnosus  He Panigrahi et al., 2010 
Bacillus subtilis, Bacillus 




Merrifield et al., 2010a 
Bacillus mojavensis 
Enterobacter cloacae 
RI Capkin y Altinok, 2009 




C Giannenas et al., 2015 
Aeromonas sobria SI, RI Arijo et al., 2008 
Oreochromis niloticus 
 
Bacillus subtilis SI Telli et al., 2014 
Rhodobacter sphaeroides 
WL-APD911 
C, SI Chiu y Liu., 2014 
Pediococcus acidilactici SI Standen et al., 2013 
Saccharomyces cerevisiae C Abu-elala et al., 2013 




Tabla 13 (cont.) 
Especie cultivada Probiótico Factor Referencia 
Oreochromis 
niloticus 
Enterococcus faecium C, RI Wang, J. T. et al., 2013 
Lactobacillus acidophilus y 
Bacillus subtilis C-3102 
Lactobacillus plantarum 
subsp. plantarum JCM 
1149 
SI, Mi Ren et al., 2013 
Bacillus subtilis C-310  SI, Mi, H He et al., 2013 
Lactobacillus rhamnosus  Hi, SI, Mi Pirarat et al., 2011 
Lactococcus lactis RI, SI Zhou et al., 2010 




C, M, He 
C, Mi, SI 
Mehrim, 2009 
He et al., 2009 
Paralichthys 
olivaceus 
Lactococcus lactis subsp. 
lactis 
C, SI Heo et al., 2013 
Bacillus sp. C, SI, RI Cha et al., 2013 
Lactococcus lactis BFE920 SI, RI, M Kim y Kim, 2013 
Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus sakei, Bacillus 
subtilis y Saccharomyces 
cerevisiae 
SI Harikrishnan et al., 2011 
Salmo salar 
Methylococcus capsulatus Hi Romarheim et al., 2013 
Bacterias ácido lácticas Hi, Mi Navarrete et al., 2013 
Lactococcus lactis ssp. lactis RI Ibrahim y Vesterlund, 2014 
Solea senegalensis 
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SI, RI Díaz-Rosales et al., 2009 
Solea solea 
Enterococcus faecium  RI, C, RE Avella et al., 2011 
Enterococcus faecium 
IMC511 
H Palermo et al., 2011 
Bacillus subtilis C-3102  C, M, Mi He et al., 2011 
Lactobacillus sp. Mi Chandra y Rajan, 2009 
Bacillus subtilis  C El-Nobi et al., 2009 
Salmo trutta 
Lactococcus lactis CLFP100 
Leuconostoc mesenteroides 
CLFP196 
RI Balcázar et al., 2009 
Sparus aurata 
Shewanella putrefaciens Pdp11 
Bacillus sp. 
SI Esteban et al., 2014 
Shewanella putrefaciens C 
Guzmán-Villanueva et al., 
2014 
Bacillus sp. C, E Arig et al., 2013 
Bacillus subtilis Hi, Mi, SI Cerezuela et al., 2013a,b 
Vagococcus fluvialis SI Román et al., 2013 
Vagococcus fluvialis SI Román et al., 2012 
Shewanella putrefaciens Pdp11 
C, RE, SI, 
Mi 
Varela et al., 2010 
Cordero et al., 2013 
Bacillus subtilis, Bacillus 
licheniformis + Bacillus 
pumilus 
RE Avella et al., 2010 
Lactobacillus fructivorans 
+ Lactobacillus plantarum 






6.2. Criterios de selección de probióticos 
La selección de probióticos es un proceso crítico porque una selección de cepas 
no adecuada puede ocasionar efectos indeseables en el hospedador (Lara-Flores, 2011). 
Se han establecido ciertos criterios para considerar a un microorganismo como 
probiótico (Merrifield et al., 2010a) discriminándose características esenciales y 
características no esenciales, pero favorables. Cuantas más características sean 
cumplidas por el microorganismo más adecuado se considerará su uso como probiótico. 
Características esenciales 
- No perjudicial, tanto para el animal de interés como para el medio ambiente y 
los consumidores finales Todas las cepas no deben causar efectos indeseables 
cuando se administran. 
- Libre de plásmidos codificantes de genes de resistencia a antibióticos. 
- Resistente a sales biliares y a pH bajo. 
Características favorables 
- Capaz de adherirse y crecer en el moco intestinal. 
- Poder colonizar la superficie del epitelio intestinal. 
- Tener características favorables de crecimiento (por ejemplo, una fase lag corta 
o crecer en la misma temperatura que el hospedador). 
- Poseer capacidad antagonista frente uno o más patógenos. 
- Producción de enzimas digestivas extracelulares (por ejemplo, celulasa si la 
dieta es rica en componentes vegetales) o producir vitaminas. 
- Debe ser nativo del hospedador o del medio. 
- Debe conservar sus propiedades probióticas en condiciones de almacenamiento. 
y tras los procesos industriales de procesado, por ejemplo la liofilización. 
- Ser registrado como aditivo alimentario. 
Estas características se establecieron para probióticos utilizados en salmónidos, 
por lo que la importancia relativa de cada una de ellas podría diferir dependiendo de la 




A pesar de la acción multifactorial de algunos probióticos (Tuohy et al., 2003) es 
muy dificil encontrar un candidato que reúna todas estas características, y como 
alternativa se pueden usar mezclas combinadas de probióticos (Merrifield et al., 2010a) 
o su aplicación como simbióticos, es decir, en la forma de mezclas de probióticos y 
prebióticos. Los resultados obtenidos pueden indicar que son mejores los beneficios del 
probiótico cuando están agrupados que cuando se administra el probiótico de manera 
aislada (Cerezuela et al., 2012). 
Según Gomez-Gil et al (2000) básicamente el esquema en la búsqueda de un 
probiótico puede resumirse en (i) recolección de información; (ii) adquisición de los 
probióticos; (iii) evaluación del probiótico de competir con el patógeno; (iv) verificar la 
patogenicidad del probiótico en el hospedador; (vi) análisis económico 
(coste/beneficio). 
Uno de los procesos selectivos de probióticos más utilizados es el que busca, a 
través de ensayos in vitro, la capacidad estas cepas (o sus productos extracelulares) de 
inhibir el crecimiento de una especie patógena (Chythanya et al., 2002; Sotomayor y 
Balcázar, 2003; Vine et al., 2004). Sin embargo un estudio in vitro no puede predecir el 
efecto in vivo (Gram et al., 2001), ya que existen probióticos que no producen 
sustancias inhibidoras pero presentan otras características beneficiosas. 
En algunos casos, tras la selección in vitro se realizan experimentos in vivo para 
comprobar la patogenicidad de la cepa potencialmente probiótica en el hospedador 
(Makridis et al., 2000; Chythanya et al., 2002; Hjelm et al., 2004) o la protección que 
confiere frente a una infección experimental con patógenos (challengue) (Gram et al., 
2001; Irianto y Austin, 2002a,b; Lategan y Gibson, 2003).  
Otra estrategia es utilizar probióticos en acuicultura que ya han mostrado 
efectividad en humanos o en la agricultura (Lara-Flores et al., 2003; Nikoskelainen et 
al., 2003; Patra y Mohamed, 2003; Planas et al., 2004; Venkat et al., 2004; Aubin et al., 
2005). 
 
6.3. Rutas de administración 
Los probióticos pueden administrarse al hospedador o al medio acuático de 
varias formas: (i) a través de alimento vivo (Gomez-Gil et al., 1998); (ii) baño (Austin 




al., 2001); (iv) a través de la dieta (Rengpipat et al., 2000) siendo la más difundida la 
administración del probiótico junto el pienso (Bucio Galindo et al., 2009) (Tabla 13). 
 
6.4. Mecanismos de acción de los probióticos 
Los probióticos pueden actuar contra los patógenos mediante distintos 
mecanismoss, directos o indirectos, que tiene como consecuencia la eliminación del 
patógeno, su control a niveles no peligrosos o la potenciación del sistema inmunitario 
de los peces. 
6.4.1. Exclusión competitiva  
La exclusion competitiva es un fenómeno en el que, al establecerse una 
microbiota en las mucosas, se previene o se reduce la colonización de los patógenos. 
Esto sucede cuando los probióticos competen con los patógenos por los sitios de union a 
la mucosa, competen por los nutrientes o por producen sustancias que inhiben la 
replicación y destruyen al patógeno (Gomez-Gil et al., 2000; Verschuere et al., 2000; 
Young-Hyo et al., 2001; Balcázar, 2003; Balcázar et al., 2004; Vine et al., 2004 
Collado et al., 2007). Aunque se sugiere que la la competición por los sitios de adhesion 
es el principal modo de acción de los probióticos, existen pocas evidencias que lo 
apoyen al trasladar los ensayos in vitro a modelos in vivo (Vine et al., 2006). 
Algunos estudios han atribuido al probiótico la competición por las fuentes de 
energía (Rico-Mora et al., 1998; Verschuere et al., 2000). La competición por el hierro 
ha sido analizada como un factor importante, porque el hierro es necesario para la 
mayoría de bacterias para poder crecer, aunque generalmente el hierro se encuentra 
limitado en los tejidos y fluidos del pez (Gram et al., 1999; Verschuere et al., 2000). 
La presencia de bacterias que producen compuestos antibacterianos en el 
intestino del hospedador, en la superficie del pez, o en el agua, puede prevenir la 
proliferación de patógenos e incluso su eliminación. (Verschuere et al., 2000; Vine et 
al., 2004, 2006; Merrifield et al., 2010a). Antagonistas microbianos frecuentes son 
proteasas, (Lauková et al., 2003), bacteriocinas y ácidos orgánicos (Chythanya et al., 
2002; Sugita et al., 2002; Gullian et al., 2004; Klose et al., 2010). 
Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por todos los filos 
bacterianos y algunos grupos de arqueas (Klaenhammer, 1993; Shand y Leyva, 2008), 




y BAGEL (De Jong et al., 2006; Hammami et al., 2007). Las dos principales 
características que diferencian la mayoría de bacteriocinas de los antibióticos es que son 
péptidos y tienen un espectro de acción mucho más restringido (Riley y Wertz, 2002). 
Las bacteriocinas son muy diversas en tamaño, moléculas diana, modo de acción, modo 
liberación y mecanismo de inmunidad, dividiéndose en dos grupos según las sinteticen 
bacterias Gram negativas o Gram positivas, si bien esta clasificación está en un proceso 
de debate continuo (Heng et al., 2006). 
Las bacteriocinas sintetizadas por probióticos tienen un papel importante contra 
bacterias patógenas (Figura 2), incluso frente bacterias resistentes a antibióticos, 
inhibiendo la invasión de estas bacterias o limitando el avance a células (Tagg y 
Dierksen, 2003). También pueden mejorar la colonización de cepas bacterianas 
beneficiosas para el hospedador (Lenski y Riley, 2002) o actuar como 
inmunomoduladoras (Dobson et al., 2012). 
La producción de bacteriocinas por bacterias del medio marino es amplia, como 
se resume en la Tabla 14, de los géneros Vibrio, Pseudoalteromonas, Carnobacterium 




Figura 2. Mecanismos por el cual las bacteriocinas pueden contribuir a la funcionalidad del probiótico. 
Pueden facilitar la colonización del probiótico por inhibición de la microbiota residente (A); o pueden 










Tabla 14. Principales bacteriocinas producidas por bacterias aisladas del medio marino o de la microbiota 
del pez. Tabla tomada de Sahoo et al.,2014 y Desriac et al., 2010. 
 






Messi et al., 2003 
Moro et al., 1997 
Carnobacterium sp. Carnocin U149 
Lactobacillus, Lactococcus, 
Pediococcus, Carnobacterium 












Suzuki et al., 2005 
Carnobacterium 
diversen M35 



























Listonella anguillarum AVS9 










Longeon et al., 2004 












Tabla 14 (cont.) 
Cepa productora Bacteriocina Cepas inhibidas Referencia 
Vibrio mediterranei Molécula BLIS 
Vibrio parahaemolyticus 
Vibrio mediterranei 5 










Prasad et al., 2005 
Vibrio harveyi SY Harveyicina SY Vibrio harveyi 
Hoyt y y Sizemore, 1982 
McCall y Sizemore, 
1979 
Vibrio vulnificus IW1 
Vibrio vulnificus 
Vibrio cholera 
Shehane y Sizemore, 
2002 
Vibrio vulnificus BC1 Vibrio parahaemolyticus 
Shehane y Sizemore, 
2002 




Shehane y Sizemore, 
2002 
 
Respecto a su acción antiviral, aunque el mecanismo exacto no se conoce, 
ensayos de laboratorio indican que la inactivación de virus puede ocurrir por sustancias 
químicas o por los productos extracelulares de bacterias (Direkbusarakom et al., 1998; 
Ringø et al., 2010; Kim, J. W. et al., 2011; Lara-Flores, 2011).   
6.4.2. Mejora de la digestión 
Se ha demostrado en peces el efecto beneficioso de los probióticos en los 
procesos digestivos mejorando la utilización del alimento y por tanto mejorando el 
crecimiento (Bairagi et al., 2002; Bomba et al., 2002; Gatesoupe, 2002; Lara-Flores et 
al., 2003; Ramirez y Dixon, 2003; El-Haroun et al., 2006; Abdelhamid et al., 2009; 
Merrifield et al., 2010a). Hay estudios que demuestran que ciertos probióticos mejoran 
la morfología gástrica (Merrifield et al., 2010b), la destoxificación de compuestos que 
podrían ser perjudiciales, la desnaturalización de compuestos indigestos por la acción de 
enzimas hidroliticas (como amilasas, proteasas y lipasas) (Abdel-Rhman et al., 2009), la 
rotura de carbohidratos para producir ácidos grasos de cadena corta (Tukmechi et al., 




dismunuyendo la cantidad de alimento necesaria para el crecimiento del pez (Ten 
Doeschate y Coyne, 2008). 
6.4.3. Estimulación del sistema inmunitario  
El sistema inmune puede ser estimulado si el probiótico es añadido a la dieta o al 
agua de cultivo, y sus productos pueden estimular las mucosas del sistema 
gastrointestinal (Akhter et al., 2015). Se ha investigado la función de los probióticos 
como inmunomoduladores en peces (Lara-Flores y Aguirre-Guzman, 2009; Pai et al., 
2010; Ringø et al., 2010; Huang, J. B. et al., 2014; Newaj-Fyzul et al., 2014) (Tabla 
15). Los probioticos estimulan el sistema inmunitario al unirse con los receptores de las 
células presentadoras de antígenos (macrófagos, neutrófilos), y con otros receptores 
celulares y humorales (Irianto y Austin, 2002a; Vendrell et al., 2008). El probiótico 
también emite moléculas que activan las células y moléculas del sistema inmune como 
fagocitos (monocitos y macrógafos), neutrófilos y natural killer (Rendón y Balcazar, 
2003).  
 La microbiota y los probióticos tiene efecto sobre el sistema inmunitario de las 
mucosas (Rombout, 2011), además de tener una función fisiológica en la integridad del 
epitelio intestinal (Merrifield, 2010c; Gisbert et al., 2013; Standen et al., 2013) y 
modular las actividades fisiológicas en las células intestinales (Ringø et al., 2007; 
Newaj-Fyzul et al., 2007; Lazado et al., 2011). En el tejido intestinal, la microbiota 
comensal y los probióticos estimulan el sistema inmune a través del tejido linfoide 
asociado al intestino (GALT) (Lazado y Caipang et al., 2014). Se ha demostrado que la 
población de linfocitos epiteliales y granulocitos acidófilos se incrementan de manera 
significativa cuando se complementa la alimentación con probióticos (Pirarat et al., 
2011).  
La piel está directamente en pleno contacto con el medio ambiente y es una de 
las primeras líneas de defensa. Se ha comprobado que existe una relación entre una 
dieta enriquecida en probióticos y la protección que ejerce la piel ante la invasión de 
ciertos patógenos (Pieters et al., 2008) o sobre elementos estresantes en el medio 
ambiente (Cordero et al., 2016). Pero todavía los estudios sobre el efecto de los 
probióticos en la piel de pez son escasos porque la mayoría se administran a través de la 
dieta y, por tanto, dichos estudios se centran en la inmunidad localizada en el tejido 
intestinal. Es necesario analizar la influencia que tiene el probiótico sobre otras 




aprovechando el hecho que la piel de los peces tiene bastantes similitudes en cuando a 
nivel de desarrollo y funciones protectoras a la de los mamíferos (Rakers et al., 2010). 
Por lo tanto, las observaciones realizadas en mamíferos podrían ser utilizadas como una 
base en la investigación de los mecanismos implicados en la respuesta inmunitaria de 
las mucosas en la piel del pez.  
Tabla 15. Funciones de inmunoestimulación descritas con la administración de probióticos. ER, estallido 
respiratorio; IG, immunoglobulina; actividad bacteriocida del suero ABS; N, adherencia neutrofilo; C, 
complemento; AF, actividad fagocitica; AP, antiperoxidasa; MPO, mieloperoxidasa; L, lisozima; SOD, 
superóxido dismutasa;M, monocitos. 





Bacillus subtilis, Lactobacillus 
acidophilus 
Dieta ER, ABS , N, L Aly et al., 2008 
Lactobacillus sakei Dieta ER, IG, C, AF, L Balcázar et al., 2007a 
Lactococcus lactis Dieta ER, IG, AF, L, C Balcázar et al., 2007a 
Leuconostoc mesenteroides Dieta ER, IG, AF, L, C Balcázar et al., 2007a, 2009 
Aeromonas sorbia Dieta ER, AF, L, M, 
Brunt y Austin, 2005; Brunt 
et al., 2007 
Bacillus spp Dieta 
L, MPO, 
Antiproteasa 
Cha et al., 2013 
Pdp11,51M6 Dieta AF, ER Choi et al., 2008 
Bacillus amyloliquifaciens Dieta L, AP. Das et al., 2013; 
Shewanella putrefaciens, S. 
baltica 
Dieta AF , C, AP, ER 
Díaz-Rosales et al., 2006, 
2009 
Vibrio fluvialis, Micrococcus 
luteus, Aeromonas hydrophilla 
Dieta L Diaz-Rosales et al., 2009 
Bacillus subtilis , Bacillus 
licheniformis , Lactobacillus spp. 
Y Arthrobacter spp 
Dieta L Geng et al.,2012 
Lactobacillus plantarum Dieta L, ER, AP Giri et al., 2013 
Lactococcus lactis Dieta C, ER, MPO Heo et al., 2013 
Pediococcus pentosaceus Dieta M Huang, J. B. et al., 2014; 
Coco Gram-positivo Dieta L, ER Irianto y Austin, 2002b 
Vibrio fluvialis Dieta L, ER Irianto y Austin, 2002b 
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Zooshikella spp. Dieta IG Kim, J. S. et al., 2010 
Carnobacteium maltaromaticum Dieta ER, L, ER Kim y Austin 2006 
Carnobacterium divergens Dieta ER, L, ER Kim y Austin, 2006 
Pseudomonas sp. Dieta ER, M Korkea-Aho et al,. 2011 
Bacillus subtilis Dieta 
ER, ABS , IG, 
AP, C, L, MPO, 
M 
Newaj-Fyzul et al., 2007 
Bacillus subtilis, Enterococcus 
faecium, Lactobacillus 
rhamnosus y L. plantarum 
Dieta L, ER Lee, J. S. et al., 2013 
Bacillus licheniformis, Bacillus 
subtilis y Bacillus pumilus 
Agua/Alimento 
Vivo 
L, IG Mandiki et al., 2011 
Bacillus subtilis, Bacillus 
licheniformis, Enterococcus 
faecium 
Dieta M Merrifield et al., 2010b 
Lactobacillus rhamnosus Dieta IG, ER, C, AF, L Nikoskelainen et al., 2003 
Saccharomyces cerevisiae Dieta 
AF, ER, CA, 
MPO 
Ortuño et al., 2002 
Clostridium butyricum Dieta 
L, AF, CA, IG, 
ER 
Pan et al., 2008 
Lactobacillus rhamnosus, 










IG Picchietti et al., 2009 










Ridha y Azad 2012 
Lactobacillus 





Salinas et al., 2005 
Lactobacillus delbrueckii, 
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ER, AP, AF, C, 
IG 
Salinas et al., 2008 
Kocuria spp. Dieta AF, AP, ER, L 
Sharifuzzaman y Austin, 
2010 
Lactobacillus plantarum Dieta L, AF, AP, CA Son et al., 2009 




Dieta N, L, ER, Song et al., 2006 




Standen et al., 2013 




Sun, Y. Z. et al., 2010 
Lactococcus lactis, Leuconostoc 
mesenteroides 
Dieta / Agua 
AF, Óxido 
nitrico 
Taoka et al., 2006 
Enterococcus faecium Agua C, ER, MPO, L Wang, Y. B. et al., 2008 
Pediococcus pentosaceus Dieta ER Xing et al., 2013 
Bacillus coagulans, B. subtilis, 
Rhodopseudomonas palustris 
Agua ER, SOD, MPO Zhou et al., 2009 
 
Una de las líneas de investigación que se sigue con los probióticos es su uso 
como adyuvante para mejorar la eficiencia de las vacunas. Hasta el momento los 
mayores avances se han dado en el campo de la investigación humana (Thomas y 
Ockhuizen, 2012) siendo escasas las aplicaciones de probióticos como adyuvantes en el 
campo de la acuicultura. Únicamente se han utilizado para potenciar la acción de la 
vacuna fracciones del microorganismo como betaglucanos (Ogier de Baulny et al., 
1996; Kamilya et al., 2006; Selvaraj et al., 2006) y lipopolisacaridos (Selvaraj et al., 
2006) que han conseguido estimular la respuesta celular e inflamatoria en el pez. 
Otra de las potenciales capacidades de los probióticos es la capacidad de 
producir anticuerpos (Kaila et al., 1992; Maassen et al., 2003). Algunos autores 




activar la respuesta inmunitaria específica (Korkea‐aho et al., 2012). Se supone que si 
un microorganismo es capaz de activar la producción de anticuerpos es porque de algún 
modo entra en contacto con las células inmunitarias, y esto puede implicar que la 
bacteria tiene capacidad de invadir los tejidos. Esto podría ser peligroso en algunos 
casos: en humanos se han descrito casos de septicemia y problemas autoinmunes 
ocasionados por la ingestión de probióticos (Doron y Snydman, 2015). Sin embargo hay 
descritos casos en los que algunos probióticos han activado la producción de 
anticuerpos específicos, sin que por ello se haya observado un efecto perjudicial sobre el 
animal (Brunt y Austin, 2005; Brunt et al., 2007; Arijo et al., 2008; Abbass et al., 
2010). En algunos casos la producción de anticuerpos se ha asociado con un efecto 
beneficioso. Por ejemplo, al administrar Aeromonas sobria y Bacillus subtilis de manera 
intraperitoneal o intramuscular individuos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), 
estas se protegieron frente la yersiniosis producida por Yersinia ruckeri (Abbass et al., 
2010). Arijo et al., (2008) observaron que la administración de la cepa probiótica 
Aeromonas sobria A3-51 en trucha (Oncorhynchus mykiss) estimuló la producción de 
anticuerpos específicos frente al probiótico. Dichos anticuerpos mostraron reacción 
cruzada frente a V. harveyi. Igualmente se observó una protección frente a infecciones 
experimentales con V. harveyi, de los peces alimentados con el probiótico, muy similar 
a la obtenida en los peces inmunizados con bacterina del patógeno. Estas cepas 
(Aeromonas sobria y Bacillus subtilis), administradas por vía oral, ya mostraron con 
anterioridad su capacidad de proteger a la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) frente 
Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii (Brunt et al., 2007) 
Streptococcus iniae y Lactococcus garvieae (Brunt y Austin, 2005). Sobre esta 
aplicación de probióticos como estimuladores de la producción de anticuerpos que den 
reacción cruzada con un patógeno no existen demasiadas referencias, de ahí su novedad 
e importancia. 
 
6.5. Seguridad y evaluación de probióticos 
La identificación de nuevos probióticos en acuicultura no está libre de riesgos ni 
para el hospedador ni para la salud humana, por lo tanto es fundamental la evaluación 
de la seguridad del probiótico en el proceso de selección (Wang, Y. B. et al., 2008). 




como las que se incluyen en el género Lactobacillus, se deben buscar criterios de 
seguridad diferentes a los que se aplicaba de manera tradicional (Adams, 1999).  
Por ese motivo la Comisión Europea (R (UE) nº 1831/2003 del Parlamento 
Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2003) armoniza la legislación relativa a 
los probióticos dentro de las fronteras de la Unión Europea, requiriendo que las nuevas 
cepas probióticas deben ser caracterizadas tanto por su eficacia como por su seguridad 
en el pez, el consumidor final y en el medio ambiente. Las pruebas de seguridad deben 
incluir la determinación de la resistencia a una amplia gama de antibióticos para 
confirmar que no existe la transmisión de genes de resistencia de antibióticos o 
plásmidos de virulencia a la microbiota comensal (Moubareck et al., 2005; Courvalin, 
2006). También se pueden aplicar técnicas moleculares, como la PCR, para asegurar 
que la cepa está bien caracterizada (Huys et al., 2006) e incluso es posible evaluar la 
seguridad de los probióticos mediante cultivo celular (Wang y Xu et al., 2007; Cencič y 
Langerholc, 2010). Otros aspectos necesarios que deben ser evaluados en la seguridad 
son si un exceso accidental del probiotico suministrado al pez supone un problema en su 
salud (Ige, 2013), si el probiótico se acumula en el pez siendo un problema para el 
consumidor final si el alimento no se cocina completamente (Martínez Cruz et al., 







7. Hipótesis de partida 
 
En los procesos de respuesta inmune, las reacciones cruzadas entre bacterias 
filogenéticamente emparentadas, pero de distinta especie, es algo que está ámpliamente 
documentada, teniendo un papel importante en la protección frente a patógenos (Beal, 
2006). De hecho algunos diseños de vacunas se basan en la utilización de 
microorganismos no patógenos que contienen antígenos similares a las cepas patógenas 
(Brunt y Austin, 2005; Brunt et al., 2007; Arijo et al., 2008; Abbass et al., 2010). 
En este contexto podrían existir bacterias probióticas con antígenos comunes a 
los patógenos, lo que permitiría su uso como vacunas vivas, ejerciendo sobre el pez al 
menos un doble efecto protectivo: la formación de bacteriocinas inhibidores de 
patógenos, y la activación de la respuesta inmunitaria específica, con la formación de 
anticuerpos capaces de proteger frente a un patógeno. Esto abre un nuevo campo a la 
investigación tanto en peces como en otros animales. De hecho, Arijo et al. (2008) ya 
descubrieron una bacteria que tenía tanto la característica de inhibir a V. harveyi, como 
la existencia de antígenos comunes al patógeno. Esta cepa administrada en la 
alimentación protegió a los peces (truchas arcoiris) frente a infecciones experimentales 
con el patógeno administrado por inyección intraperitoneal. 
Debido a los antecedentes previos, la tesis se basa en las siguientes hipótesis:  
1. Existen bacterias que presentan antígenos comunes a V. harveyi y P. damselae 
subsp. piscicida y que a su vez podrían ser consideradas como probióticas, entre otras 
características por su capacidad de inhibir el crecimiento de estos patógenos.  
2. La administración de estos probióticos a S. senegalensis generaría la activación 
del sistema inmunitario, tanto inespecífico como específico, generándose anticuerpos.  
3. Los anticuerpos producidos contra estos probióticos darían una reacción cruzada 
con los antígenos de los patógenos, generando protección en S. senegalensis frente      
P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi. 
4. La bacteria probiótica poseería un efecto combinado positivo con una vacuna 
frente a los patógenos estudiados, de tal manera que los probióticos actuarían como 
























































Se estableció como objetivo general en el siguiente trabajo la selección 
probióticos estimulantes de la respuesta específica como método preventivo en 
enfermedades causadas por P. damselae subsp. piscicida y V harveyi para su 
potencial uso en el cultivo de Solea senegalensis.  
 Este objetivo se abordó mediante los siguientes objetivos parciales: 
1. Detección de antígenos de P. damselae y V. harveyi involucrados en la 
producción de anticuerpos en lenguados. 
 
2. Selección de microorganismos con antígenos comunes a P. damselae subsp. 
piscicida y V. harveyi y estudio de su potencial probiótico. 
 
3. Evaluación de la respuesta inmunitaria inducida por el potencial probiótico 
seleccionado.   
 
4. Evaluación del uso combinado del probiótico seleccionado y de una vacuna 
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1. Obtención de anticuerpos de Solea senegalensis frente a P. 
damselae subsp. piscicida y V. harveyi e identificación de las 
proteínas más inmunogénicas 
 
Estos procedimientos se realizaron con el objetivo de obtener suero de lenguados 
con anticuerpos policlonales frente a los antígenos presentes en los patógenos 
estudiados. 
1.1. Animales empleados 
En el estudio se emplearon lenguados (Solea senegalensis, Kaup) de 400 g 
procedentes de la Planta de Cultivos Marinos de la Universidad de Cádiz. Los animales 
se mantuvieron en 4 tanques de fibra de vidrio (Figura 3), con 1 m
3
 de agua de mar, 
con aireación constante y circuito abierto. Todos los experimentos con animales 




Figura 3. Tanques donde se realizó el mantenimiento de los peces inmunizados 
frente P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V.harveyi Lg16.00 
 
 




1.2. Cepas bacterianas 
Se utilizaron cepas virulentas para Solea senegalensis aisladas de ejemplares 
enfermos de esta especie. Las cepas usadas fueron Vibrio harveyi Lg16.00 (DL50 = 7,4 
x 10
4
 ufc/g, Zorrilla et al., 2003) y Photobacterium damselae subsp piscicida Lg41.01 
(DL50 = 2,2 x 10
4
 ufc/g, Díaz-Rosales et al., 2003). Las cepas se conservaron hasta su 
uso en medio de criopreservación Maintenance Freeze Medium (Oxoid, Hampshire, 
Reino Unido) a -80 ºC.  
 
1.3. Obtención de bacterina 
Se utilizó el protocolo de Arijo et al. (2005b) para la obtención de la bacterina. 
Los microorganismos se cultivaron en aerobiosis en caldo de soja tripticasa al 2 % de 
NaCl (TSBs) y agar de soja tripticasa al 2 % de NaCl (TSAs) a una temperatura de      
22 ºC durante 24 h para V. harveyi Lg16.00 y 48 h en el caso de P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01 y en aerobiosis. Tras la incubación, las células se recogieron 
mediante centrifugación a 6.000 ×g en centrífuga Centrifuge 5810R (Eppendorf, 
Hamburgo, Alemania), y se resuspendieron en tampón fosfato salino estéril (PBS,      
pH 7,2) hasta obtener una suspensión de 10
9
 cels/mL. Se añadió formol (VWR, 
Fontenay-sous-Bois, Bélgica) en cada uno de los tubos hasta obtener una concentración 
final de 1 % para inactivar las células. La suspensión se incubó durante 18 h a 4 ºC, 
recogiéndose las células por centrifugación a 6.000 ×g durante 20 min a 4 ºC. Se 
realizaron tres lavados posteriores con PBS a 6.000 ×g, 20 min, y después se 
resuspendieron en PBS a una concentración final de 10
9
 cels/mL. La comprobación de 
la inactivación de las bacterias se realizó mediante siembra de las bacterinas en placas 
de TSAs, y su incubación a 22 ºC durante 48-72 h. Se consideró que la bacterina había 
sido completamente inactivada si no se observó crecimiento de las mismas en la placa. 
 
1.4. Extracción de Productos Extracelulares (ECP) 
La obtención de esta fracción antigénica se realizó por la técnica de Liu (1957). 
Para el aislamiento de los productos extracelulares (ECP), se sembró la cepa en medio 
TSAs a 22 ºC durante 24-48 h, tras lo cual se eligió una colonia de dicho cultivo para 
inocular un tubo con 3 mL de TSBs. Posteriormente se tomaron 0,2 mL del cultivo y se 
extendieron sobre una placa de TSAs cubierta por una lámina de celofán estéril, 
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incubándose a 22 ºC durante 24 h para V. harveyi Lg16.00 o 48 h para P. damselae 
subsp. piscicida Lg41.01. Las células bacterianas se recogieron de la lámina de celofán 
mediante un portaobjetos estéril con 2 mL de PBS estéril. Esta suspensión se centrifugó 
a 13.500 ×g durante 20 min a 4 ºC. El sobrenadante se filtró a través de una membrana 
con diámetro de poro de 0,20 µm, siendo utilizado como preparación de ECP.  
La concentración proteica de la muestra de ECP se determinó con el método de 
Bradford (Bradford, 1976). Se mezclaron 5 µL de las diferentes muestras con 250 µL de 
solución Bradford (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) y se dejó reaccionar la mezcla 
durante 15 min. Después se midió en un lector de placas Multiskan Ascent (Thermo 
Fisher, Vantaa, Finlandia) a una absorbancia de 595 nm. La recta patrón se realizó con 
albúmina sérica bovina (BSA) (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) en un rango de 0,1 a 
1,5 mg/mL. Una vez realizada la cuantificación, se ajustó la muestra proteica con PBS 
hasta una concentración proteica de 200 µg/mL. Posteriormente, las proteínas de la 
muestra se precipitaron adicionando tres volúmenes de acetona (Sigma, Francia) 
enfriada a -20 ºC, e incubando la muestra a -20 ºC durante 2 h. Finalmente, la muestra 
se centrifugó a 15.000 ×g durante 10 min a 4 ºC, descartandose el sobrenadante y 
resuspendiendo el precipitado en PBS. La inactivación de la muestra de ECP se realizó 
añadiendo formol a una concentración final del 1 %. Tras 24 h de incubación a 4 ºC, la 
muestra se calentó a 100 ºC durante 30 min. La solución de ECP inactivada se mezcló 
con la solución de bacterina en una proporción de 1/10. La esterilidad de los ECP se 
confirmó inoculando 0,1 mL en placas de TSAs y comprobando la ausencia de 
crecimiento bacteriano tras 48 h de incubación a 22 ºC. 
 
1.5. Inmunización de los peces 
La inmunización de los lenguados se realizó con una mezcla de bacterina y ECP.  
 Para la inmunización se utilizaron 30 lenguados (Solea senegalensis) de 400 g en 
grupos de 10 peces por tratamiento, que se anestesiaron mediante adición al agua de 
aceite de clavo (Farma-Química Sur, Málaga, España) a 100 ppm. Las vacunas se 
administraron por via intraperitoneal con agujas con un diámetro de 0,5 mm (BD 
microlance, Drogheda, Irlanda). En el caso de la vacuna frente a P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01, la primera inoculación se realizó con 0,2 mL de la suspensión de 
bacterina y ECP, y 45 días después se realizó una segunda inoculación utilizando 0,2 
mL de la suspensión bacterina-ECP en emulsión 1:1 con adyuvante incompleto de 




Freund (FIA) (Sigma, Stenheim, Alemania) (Figura 4). En el caso de la vacunación con 
V. harveyi los peces se inocularon con 0,2 mL de la suspensión de bacterina y ECP en 
emulsión 1:1 con FIA y 45 días después se realizó nuevamente una segunda inoculación 
con la suspensión bacterina-ECP en FIA. Además se dejó un grupo de 10 peces sin 
inocular y en las mismas condiciones de mantenimiento en las que permanecerían los 
peces vacunados para ser utilizados como controles negativos del experimento.  
 
Figura 4. Cronograma de vacunación de lenguados Solea senegalensis inmunizados 
frente P. damselae subp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00. 
 
 Al mes de esta primera inmunización, se sacrificaron 10 peces mediante 
inmersión con aceite de clavo (200 ppm), y posterior extracción de sangre de la vena 
caudal con una jeringuilla de insulina estéril y no heparinizada. La sangre obtenida se 
introdujo con cuidado, para evitar la lisis de los eritrocitos, en viales con gel para sueros 
de 4,4 mL (Sarstedt, Numbrech, Alemania) y se dejó coagular a temperatura ambiente 
durante 3-5 h. Se centrifugó a 6000 ×g durante 20 min a 4 ºC, y se extrajo el suero con 
cuidado, repartiéndose en tubos de microcentrífuga de 1,5 mL (Eppendorf, Hamburgo, 
Alemania) en volúmenes de 1 mL por vial, y manteniéndose a -80 ºC hasta su uso. El 
resto de los peces se inoculó con la misma vacuna, tal como se ha explicado 
anteriormente. Un mes después de la segunda inmunización los peces se sacrificaron 
mediante inmersión en aceite de clavo a 200 ppm y se desangraron para obtener suero. 
Finalmente los sueros se conservaron a -80 ºC antes de ser utilizados para los análisis de 
ELISA. 
 
Material y Métodos 
85 
 
1.6. Titulación de anticuerpos específicos en el suero (ELISA) 
La titulación de anticuerpos se obtuvo a través de la técnica ELISA (Robertson 
et al., 1998). Con esta técnica se midió el título de anticuerpos específicos que 
presentaban los peces inmunizados frente a la bacterina y ECP de P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01 y frente a bacterina y ECP de V. harveyi Lg16.00. 
Se pusieron 50 µL de las preparaciones antigenicas a estudiar en placas de 96 
pocillos de fondo plano Nunc-Immuno de tipo MaxiSorp (Thermo, Roskilde, 
Dinamarca). En el caso de la bacterina se pusieron 50 µL de una suspension con 
absorbancia a 10
8
 ufc/mL, y en el caso de los ECP 50 µL a una concentracion de 20 µg 
de proteínas/mL. La placa se incubó con los antígenos durante 18 h a 4 ºC para permitir 
la fijación de los antígenos a la placa. 
 Los pocillos se lavaron tres veces con PBS con Tween 20 (Sigma, Steinheim, 
Alemania) al 0,25 % (PBS-T). Tras los lavados se añadieron a cada pocillo 300 µL de 
PBS-T con leche desnatada en polvo al 3 % (p/v) con el fin de cubrir los sitios de unión 
inespecíficos de los pocillos. La placa se incubó durante 2 h a temperatura ambiente. 
Después se lavó tres veces con PBS-T y se inocularon 50 µL de distintas diluciones del 
suero de los peces, tanto de peces inmunizados como controles. En los pocillos que se 
emplearían como blanco se anadieron 50 µL de PBS. La placa se incubó durante 2 h a 
temperatura ambiente.  
Tras la incubación, la placa de ELISA se aclaró tres veces con PBS-T y se 
añadieron 50 µL del primer anticuerpo policlonal de conejo anti-Ig de lenguado (Sigma, 
Saint Louis, Estados Unidos) (a partir de Ig de lenguado purificada por el Dpto. de 
Microbiología de la Universidad de Málaga), en una disolución 1:1000 PBS-T-BSA. Se 
incubó la placa durante 2 h a temperatura ambiente para posteriormente lavar tres veces 
con PBS-T. Seguidamente se añadieron 50 µL del segundo anticuerpo 
(Inmunoglobulina de cabra anti-Ig de conejo y conjugada con peroxidasa (Sigma, Saint 
Louis, Estados Unidos) utilizado a una dilución 1:5000 en PBS-T-BSA.  
Después de incubar la placa durante 1 h a temperatura ambiente, se lavó tres 
veces con PBS-T. La cuantificación de anticuerpos se basó en una respuesta 
colorimétrica al añadirse 200 µL de la solucion de revelado o-fenilendiamina 
dihidrochloridrico (OPD) (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) e incubarse durante 30 
min. La reacción colorimétrica se detuvo al añadir a los pocillos 50 µL de una solución 




3 M de H2SO4 (Merck, Darmstadt, Alemania). Por último se leyeron los resultados en 
un lector de placas Multiskan Ascent a una absorbancia de 490 nm. El título de 
anticuerpos se expresó en base a las diluciones límites de las muestras, entendiéndose 
por dilución límite la máxima dilución de la muestra con un valor mayor o igual a la 
media de los controles más el doble de su desviación típica (Bergmeyer et al. 1983). 
DL = X ≥ C + 2SD 
DL: dilución límite  
X: Absorbancia de la muestra 
C: media de la absorbancia en las diluciones control  
SD: desviación típica de la absorbancia en las diluciones control 
 
1.7. Determinación de las proteínas inmunorreactivas de P. damselae subsp. 
piscicida y V. harveyi para Solea senegalensis  
Se propuso determinar cuáles eran los antígenos proteicos de P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00 con mayor capacidad de generar una respuesta 
inmunitaria específica en los lenguados, empleando para ello la metodología de Western 
blot. Las proteínas analizadas se aislaron a partir de los ECP, obtenidos como 
previamente se ha especificado en el apartado 1.4. y de membrana externa de las 
bacterias (OMP). 
1.7.1. Extracción de proteínas de membrana externa (OMP)  
Para la obtención de las proteínas de membrana externa se empleó el protocolo 
de Lambert (1988). V. harveyi Lg16.00 se incubó en TSAs durante 24 h a 22 ºC 
mientras que P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 se incubó durante 48 h. Tras la 
incubación se recogió la masa bacteriana de tres placas de TSAs resuspendiéndola en 10 
mL de PBS. Se realizaron tres lavados a 3.500 ×g durante 15 min a 4 ºC y se 
resuspendió el sedimento en el mismo volumen de PBS. Posteriormente se comprobó 
que la densidad óptica fuera superior a un valor de 2 midiendo a 600 nm de longitud de 
onda. Se centrifugó de nuevo a 3.500 ×g durante 30 min a 4 ºC y se eliminó el 
sobrenadante. Se resuspendió la muestra en solución de PBS que contenía 10 mM de 
ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Serva, Heidelberg, Alemania) y 2 mM de 
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma, Steinheim, Alemania), y se ajustó la 
suspensión a una densidad óptica de 1 a 600 nm. Seguidamente se incubó durante        
30 min a 45 ºC en un baño termostático. La función del PMSF es la de evitar la 
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proteolisis, mientras que el EDTA estimula la disgregación de la estructura celular. Tras 
la incubación se procedió a la aplicación de 2 pulsos de ultrasonido UP400S (Hielscher, 
Teltow, Alemania), de 1 min a 50 W descansando de un minuto a otro para evitar que la 
muestra se caliente. Se centrifugó a 3.500 xg durante 20 min. Finalmente se recogió el 
sobrenadante, el cual contenía las proteínas de membrana disueltas. La muestra con la 
fracción celular ya aislada se conservó a -20 ºC hasta su utilización. 
1.7.2. Medida de la concentración de proteínas 
A cada una de las fracciones bacterianas se les midió su concentración en 
proteínas por el método de Bradford (1976) (ver apartado 1.4.). 
 Para la precipitación proteica se partió de un volumen de muestra que 
proporcionase una cantidad de proteínas análoga a la que se vaya a cargar en el gel. 
Posteriormente, las proteínas se precipitaron mediante al menos tres volúmenes de 
acetona preenfriada a -20 ºC e incubando la muestra a -20 ºC durante 2 h. Finalmente se 
centrifugó a 15.000 ×g durante 10 min a 4 ºC. Se dejó secar el precipitado a temperatura 
ambiente y se redisolvió el precipitado directamente en el tampón de muestra en el 
volumen final deseado. 
1.7.3. Determinación de proteínas mediante Electroforesis monodimensional 
Las muestras se resuspendieron en tampón de muestra (Serva, Heidelberg, 
Alemania) (ver Anexo 2), de manera que la concentración final de proteínas de las 
muestras fuera de 1 mg/mL. Las muestras se incubaron durante 5 min a 100 ºC en 
termobloque QBD2 (Grant, Cambridge Reino Unido) para desnaturalizar las proteínas. 
Posteriormente se centrifugaron por 10 min a 15.000 ×g.  
Para la electroforesis se utilizaron geles de 8,6 × 6,8 cm de tamaño. Los geles se 
prepararon según se resume en el Anexo 2. 
- Gel de SDS-Poliacrilamida: Una vez introducido el gel entre los cristales, se 
dejó el gel unos 30 min hasta que polimerizara, para posteriormente preparar el gel 
concentrador.  
- Gel concentrador: Se esperó 20 min para que solidificara el gel concentrador 
para retirar los peines del gel. El gel empleado para la electroforesis 2D no posee la 
parte de gel concentrador. 
Los geles se cargaron con 15 µL de las muestras y 5 µL de marcador de peso 
molecular Prestained SDS-Standards Low Range (Biorad, Hercules, Estados Unidos) y 




se corrieron a 15 mA por gel con fuente de alimentación PowerPac 300 (Biorad, 
Hercules, Estados Unidos) hasta que el frente llegase al final de la parte separadora, y 
posteriormente a 30 mA por gel hasta que el frente salga del gel. Los geles se tiñieron 
con azul de coomasie G250 (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) (Dyballa y Metzger, 
2009) (ver Anexo 3).  
1.7.4. Determinación de proteínas mediante Electroforesis Bidimensional 
La identificación de las proteínas más inmunorreactivas se llevó a cabo mediante 
geles y Western blots de dos dimensiones. La primera parte se basó en la hidratación de 
la tira Immobilized pH gradient (IPG) de 11 cm ReadyStrip IPG (Biorad, Hercules, 
Estados Unidos). La muestra se limpió de detergentes iónicos, sales, ácidos nucleicos, 
lípidos y otros artefactos, y se concentró mediante un kit de limpieza ReadyPrep 2-D 
Cleanup Kit (Biorad, Hercules, Estados Unidos). También se utilizó un inhibidor de 
proteasas (ProteoBlock Protease Inhibitor Cocktail, Fermentas, Waltham, Estados 
Unidos). La muestra con 200 µg de proteína se resuspendió en 200 µL de solución de 
hidratación (ver Anexo 2), se agitó vigorosamente durante 30 s y se dejó incubar 
durante 30 min. Se centrifugaron los tubos a 8.000 ×g durante 10 min, y posteriormente 
se inoculó el sobrenadante en cada calle de la bandeja de hidratación donde se iba a 
añadir la tira IPG. Se colocaron las tiras y se esperó 30 min a que las tiras absorbieran la 
muestra. Se aplicó aceite mineral para evitar la evaporación y la precipitación de la urea. 
Posteriormente se dejó la bandeja en el aparato de isoelectroenfoque Protean IEF Cell 
(Biorad, Hercules, Estados Unidos) para efectuar la hidratación a una temperatura 
constante de 20 ºC durante 16 h. 
Después de finalizar el proceso de hidratación se utilizó una bandeja de 
isoelectroenfoque del mismo tamaño que la tira IPG. Con la ayuda de unas pinzas, se 
colocó un papel de algodón en ambos extremos de los canales de la bandeja que se fuera 
a utilizar, y se transfirió cada una de las tiras IPG al canal correspondiente de la bandeja 
de isoelectroenfoque. Se cubrió con 2-3 mL de aceite mineral todas las tiras, se colocó 
la bandeja dentro del aparato de isoelectroenfoque y se programó en un único paso a un 
voltaje de 8.000 V y 35.000 Vh en un régimen exponencial a una temperatura de 20 ºC. 
El aparato de isoelectroenfoque consigue que la corriente por tira no exceda 50 µA por 
tira IPG. Después de completar el isoelectroenfoque, se eliminó el aceite sobrante de 
cada tira de IPG y se transfirió a una nueva bandeja de hidratación. Estas tiras se pueden 
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congelar a -80 ºC hasta que se utilicen para llevar a cabo la segunda dimensión en 
electroforesis desnaturalizante en gel de acrilamida.  
Seguidamente se eliminó el aceite sobrante del isoelectroenfoque, y se 
equilibraron las tiras IPG mediante dos tampones de equilibrado diferentes: tampón de 
equilibrado 1 y tampón de equilibrado 2 (ver Anexo 2) en un volumen de 4 mL y un 
tiempo de 10 min. Se empapó cada tira de IPG con solución de migración Tris-Glicina-
SDS. Se preparó el gel de 10 % de poliacrilamida con un tamaño de 10 × 15 cm (ver 
Anexo 2 para la composición de los geles y tampones utilizados). Posteriormente se 
inoculó solución de agarosa (Pronadisa, Torrejón de Ardoz, España) y se introdujo con 
cuidado la tira de IPG en la cubeta de electroforesis vertical Omnipage (Cleaver 
Scientific, Warwickshire, Reino Unido). Se eligió un voltaje inicial de 50 V durante la 
primera media hora y posteriormente constante de 200 V, comprobándose el frente de 
migración por el azul de bromofenol. Se realizaron dos electroforesis en paralelo y con 
las mismas muestras. Uno de los geles se utilizó para el análisis de Western blot 
(detección de proteínas inmunorreactivas), mientras que el otro se tiñó para la 
observación de proteínas totales en la muestra. 
1.7.5 Western blot 
Para el análisis de Western blot se utilizó la técnica descrita por McIntosh y 
Austin (1996), transfiriendo las proteínas del gel a una membrana de nitrocelulosa de 
0,45 µm de diámetro de poro (Serva, Heidelberg, Alemania) y poniéndolas en contacto 
con antisuero de los peces inmunizados. 
Para ello, una vez obtenido el gel de electroforesis, se lavó ligeramente la 
membrana y gel con agua destilada. La membrana y el gel, junto a dos papeles de filtro 
(Thick Blot Filter Paper, Biorad, Hercules, Estados Unidos) se equilibraron durante 15-
30 min con tampón de carrera (Bjerrum et al., 1986) (Ver Anexo 2). Seguidamente se 
humedeció la superficie del aparato de transferencia semihúmedo (Trans-Blot SD Semi-
Dry Transfer Cell (Biorad, Hercules, Estados Unidos) con tampón de carrera y se 
colocó sobre la superficie uno de los papeles humedecidos. Después se depositó la 
membrana de nitrocelulosa sobre el papel y sobre ella se colocó el gel de electroforesis, 
cubriendo por último con un papel humedecido en el tampón de carrera. Cada vez que 
se colocaba una de las capas se pasó una pipeta de vidrio sobre la superficie para evitar 
que quedasen burbujas que impidiesen la transferencia. Finalmente la transferencia se 
realizó a un régimen constante de 300 mA durante 30 min (60 min para geles grandes). 




Tras la transferencia se incubó la membrana durante 1 h con la solución de 
bloqueo, compuesta por PBS-T con leche desnatada en polvo al 3 % (p/v) (PBS-T-L), 
en agitación suave (50 rpm) a 4 ºC para bloquear los sitios de unión inespecíficos. Una 
vez transcurrida la incubación, la membrana se lavó 3 veces durante 5 min con PBS-T, 
y después se incubó durante 1 h en agitación, y luego durante 18 h a 4 ºC, con una 
mezcla de sueros de lenguados inmunizados frente a P. damselae subsp. piscicida 
Lg41.01 o V. harveyi Lg16.00 a una dilución 1:400 en PBS-T-L. Como controles se 
usaron sueros de lenguados sin inmunizar. Este paso fue seguido por tres lavados con 
PBS-T, y una incubación durante 1 h con suero de conejo inmunizado frente a 
inmunoglobulina de lenguado a una dilución 1:1000 en PBS-T-L. Después de un lavado 
con PBS-T, la membrana se incubó durante 1 h con anticuerpos de cabra conjugados 
con peroxidasa frente a anticuerpos de conejo (Sigma St. Louis, Estados Unidos) en una 
dilución 1:5000 en PBS-T-L. Después de este tiempo se lavó dos veces con PBS-T y 
dos veces con PBS. Las membranas se visualizaron con 3,3´,5,5´-tetrametilbenzidina 
(TMB) substrato estabilizado (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) durante al menos       
10 min, hasta que apareció el color azul de las bandas. Para parar la reacción se lavó la 
membrana en agua destilada, 3 veces, durante 5 min. 
1.7.6. Tinción y análisis de la imagen 
 A los geles no transferidos a la membrana se les aplicó una tinción de plata para 
determinar las proteínas totales (Shevchenko et al., 1996) (Anexo 3) en recipientes de 
vidrio y en agitación. Se lavaron los geles en agua químicamente pura y se conservaron 
a 4 ºC el menor tiempo posible. Después de la tinción, se escaneó el gel con un 
densitómetro GS-800 (Biorad, Hercules, Estados Unidos) a 700 ppi y se procesó la 
imagen con el programa informático Quantity One (Biorad, Hercules, Estados Unidos). 
1.7.7. Identificación de las bandas 
Se comparó el gel 2D con la membrana del Western blot solapando las dos 
imágenes, y se mandó a secuenciar mediante espectrometría de masas aquellas manchas 
procedentes de proteína inmunorreactivas que fueron coincidentes entre el gel teñido y 
la membrana del Western blot. Para ello, después de lavar el gel con agua químicamente 
pura para eliminar cualquier modificación de los grupos amino de las proteínas, se 
extrajeron las proteínas deseadas mediante puntas para cortar bandas (Cleaver Scienfic). 
Dichas proteínas se mandaron a la Unidad de Proteómica del Servicio Central de Apoyo 
a la Investigación de la Universidad de Córdoba. Las proteínas fueron hidrolizadas 
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mediante tripsina obteniéndose pequeños péptidos cuyas masas absolutas se 
determinaron mediante espectrometría de masas (MALDI/TOF-TOF) obteniéndose un 
espectro o huella peptídica. Este espectro se comparó con bases de datos de proteínas 
MASCOT (http://www.matrixscience.com/) asociándose la proteína aislada con la más 
semejante estadísticamente. 
 
2. Selección y caracterización de probióticos potenciales con similitud 
antigénica frente a P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi 
 
2.1. Cepas ensayadas 
Se estudiaron un total de 718 cepas cultivables a 22 °C en aerobiosis y en medio 
TSAs y aisladas de agua de mar, de mucus epitelial y del intestino de ejemplares sanos 
de doradas (Sparus aurata), lubina (Dicentrarchus labrax), jurel (Trachurus 
mediterraneus), boquerón (Engraulis encrasicolus), acedía (Dicologlossa cuneata), 
lenguado senegalés (Solea senegalensis) y otros peces planos (Anexo 4).  
 
2.2. Selección de bacterias con antígenos comunes 
Las bacterias se cultivaron en TSAs a 22 °C durante 24 h, tras lo cual las 
suspensiones bacterianas se centrifugaron a 6.000 ×g durante 20 min a 4 ºC. Los 
precipitados se lavaron una vez en tampón salino (PBS) y finalmente se resuspendieron 
en PBS estéril, ajustándose en el espectrofotómetro a una densidad óptica (D.O.) a     
600 nm de 1 (aproximadamente 10
9
 ufc/mL). Se realizó la lisis bacteriana de la muestra 
mediante un baño a 60 ºC durante 60 min y después se enfrió a 4 °C antes de ser 
repartida y almacenada a −20 °C (Helmerhorst et al., 1998).  
Sobre la membrana de nitrocelulosa se dibujó con lápiz un área de 15×15 mm y 
en cada área se depositaron por duplicado gotas de 2 µL de cada una de las 
suspensiones de las cepas (Zijun, 2004 con modificaciones). Las gotas se dejaron secar 
sobre la membrana durante 1 h a temperatura ambiente. Como controles positivos se 
utilizaron las cepas con la que se habían inmunizado los peces (bien V. harveyi Lg16.00 
o P. damselae subsp. piscicida Lg41.01). Como controles negativos se utilizó PBS o 
cepas frente a las cuales los peces no habían sido inmunizados. La membrana se incubó 
durante 1 h frente suero de lenguado inmunizado frente P. damselae subsp. piscicida 




Lg41.01 o frente a V. harveyi Lg16.00 obtenidos según se menciona en el apartado 
1.7.1. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS-T y una incubación 
durante 1 h con suero de conejo inmunizado frente a lenguado, en una dilución 1:1000 
en PBS-T-L. Después de tres lavados de 5 min con PBS-T la membrana se incubó 
durante 1 h con anticuerpos de cabra conjugados con peroxidasa, frente a anticuerpos de 
conejo (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) en una dilución 1:5000 en PBST-L. 
Seguidamente se efectuaron 3 lavados con PBS-T, y después uno sólo de 5 min con 
PBS.  
Las membranas se visualizaron mediante 3-amino-9-etilcarbazol (AEC, Sigma, 
St. Louis, Estados Unidos). Se añadieron 5 gotas de 1 % AEC (diluido en N,N 
dimetilformamida) a 5 mL de tampón acetato 0,05 M pH 5,5. Se añadireron 5 gotas de 
peróxido de hidrógeno 0,3 % (Sigma, Steinheim, Alemania) a la solución anterior y se 
mezcló bien. Finalmente se incubó durante 10-15 min a temperatura ambiente y se 
detuvo la reacción con agua destilada. 
La membrana se escaneó y se realizó un análisis semicuantitativo en base a la 
intensidad de reacción detectada para cada cepa. Para el análisis se utilizó el programa 
informático Quantity One. Con estos datos se calculó el porcentaje de semejanza de 
señal entre las cepas y los controles positivos (en unos casos V. harveyi Lg16.00 y en 
otros P. damselae subsp. piscicida Lg41.01): 
Porcentaje de semejanza = Intensidad media de la cepa muestreada x 100 / 
Intensidad media del control positivo. 
Para el siguiente paso de selección (capacidad de las cepas de inhibir el 
crecimiento de los patógenos), se utilizaron aquellas cepas que mostraron una 
semejanza igual o superior con los patógenos de al menos el 75 %. 
 
2.3. Estudio de la capacidad antagonista de las cepas seleccionadas sobre el 
crecimiento de P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi 
Las 138 cepas reactivas frente los patógenos se sometieron a ensayos de 
inhibición competitiva mediante la técnica de difusión en el agar (Rattanachuay et al., 
2010) con modificaciones. Para ello sobre una placa con TSAs se añadieron 100 μL de 
una suspensión de P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 o V. harveyi Lg16.00 ajustada 
a una turbidez 0,5 McFarland (que corresponde a una suspensión aproximada de 1,5 x 





 ufc/mL de Escherichia coli), distribuyéndose sobre la superficie mediante un asa de 
Digralsky (Figura 5). Posteriormente, mediante la boca de una pipeta Pasteur de vidrio 
estéril se hicieron varios pocillos de 5 mm sobre la superficie del agar. Seguidamente se 
adicionó en cada pocillo la cepa a estudiar resuspendida en TSBs a una D.O. de 1 a 
600nm. Las muestras se incubaron a 22 ºC durante 24 h en aerobiosis. La actividad 
bactericida se detectó por la presencia de una zona de inhibición del crecimiento del 
patógeno alrededor del pocillo, midiéndose el ancho del halo (Figura 6). Se consideró 
que existía inhibición cuando el ancho del halo fue mayor a 2 mm (Sieladie et al., 2011; 
Deep y Kundu, 2015).  
 
Figura 5. Esquema de la metodología seguida para la evaluación de la actividad 
bactericida de cada una de las cepas frente P. damselae subsp. piscicida Lg 41.01 y 
V. harveyi Lg16.00. 
 
 
Figura 6. Inhibición de V. harveyi Lg16.00 por la cepa DFC12.2 




2.3. Selección de cepas con proteínas antigénicamente similares a P. damselae 
subsp. piscicida y V. harveyi 
Con las 12 cepas que mostraron antagonismo con alguno de los patógenos, se 
obtuvieron las fracciones proteicas de la membrana externa como se ha explicado en el 
apartado 1.7.1. Se realizó una electroforesis de gel de acrilamida usando como controles 
proteínas de membrana externa tanto de V. harveyi Lg16.00 como de P. damselae 
subsp. piscicida Lg41.01. Todas las muestras se corrieron a 250 V hasta que las 
proteínas habían migrado por el gel. Los geles se transfirieron a una membrana de 
nitrocelulosa para la realización de Western blots enfrentándose las membranas con 
suero de lenguados inmunizados frente a V. harveyi Lg16.00 o a P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01 tal como se describe en el apartado 1.7.5. La existencia de bandas 
reactivas se reveló con TMB. Para los experimentos in vivo se seleccionaron las cepas 
que mostraron bandas reactivas coincidentes con algunas de las bandas que presentaron 
los patógenos estudiados. 
 
2.4. Identificación de las cepas potencialmente probióticas 
Para la identificación de las cepas se cultivaron en medio TSAs a 22 ºC durante 
24 h. Pasada la incubación se tomó una colonia y se resuspendió en 100 µL de agua 
molecular esterilizada. Se calentó a 100 ºC durante 15 min y se añadieron 900 µL de 
agua molecular estéril a cada tubo. Se centrifugó durante 5 min a 20.500 ×g y se recogió 
el sobrenadante en un tubo estéril.  
 Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un volumen de 50 μL, 
utilizando tubos estériles con capacidad para 0,2 mL. La mezcla de PCR contenía      
1,25 U Dream Taq DNA polymerase (Thermo Scientific, Madrid, España), 20 μM Tris-
HCl (pH 8,5), 50 mM KCl, 3 mM MgCl2, 200 μM de cada dNTP (dinucleótidos 
trifosfato), 5 pmol de cada cebador, agua de PCR esteril, pura y libre de ADNasa, y       
1 μL de de cada muestra. Se usaron cebadores universales del gen ARNr 16S, 
BACT0008 (5`AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3`) (Hicks et al., 1992) y BACT1492 
(5`GGTTACCTTGTTACGACTT 3`) (Kim y Austin, 2006), para obtener secuencias 
con aproximadamente 1.400 pares de bases y que permitan las mejores comparaciones 
posibles con la base de datos del Centro Nacional de Información en Biotecnología 
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los ciclos de PCR se llevaron a cabo en un 
termociclador Unoclycler (VWR) y se detallan en la Tabla 16.  




 Los productos amplificados tras la PCR, se comprobaron mediante electroforesis 
con voltaje constante (100 V) durante 40 min en un gel de agarosa al 1,5 % en en 
tampon Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X, en el que se incluyó un patron de pesos 
moleculares GeneRuler 100 pb Plus DNA ladder (Thermo Scientific). Los amplicones 
resultantes se secuenciaron en una empresa externa (Macrogen Korea Europe) mediante 
el primer 309F (5`ATCCCTACGGGAGGCWGCAG3`) y la secuencia que resultó 
(~500 pb) se comparó con las secuencias del NCBI usando el algoritmo BLAST 
(Altschul et al., 1990). 
 
Tabla 16. Etapas de la PCR para la secuenciación del ADN de la cepas 
ensayadas. Temperatura de la tapadera: 112ºC 
Etapa Temperatura Tiempo 
Inicio de la PCR 95 ºC 2 min 
Desnaturalización 95 ºC 30 s 35 ciclos 
Alineamiento 52 ºC 40 s 
Elongación 72 ºC 90 s 
 
2.5. Determinación de la inocuidad de las cepas seleccionadas y su capacidad para 
inducir la producción de anticuerpos en Solea senegalensis 
  En este ensayo se probó la posible patogenicidad de 5 cepas seleccionadas como 
potencialmente probióticas en base a su capacidad de inhibición del crecimiento de 
patógenos y a su capacidad de producir antígenos comunes a los patógenos: 5-10-11 
(reactiva frente a V. harveyi), DFC12.2 (reactiva frente a V. harveyi y P. damselae), 
DCF12.9 (reactiva frente a V. harveyi y P. damselae subsp. piscicida), DFC12.10 
(reactiva frente a P. damselae subsp. piscicida) y PLSW5 (reactiva frente a P. damselae 
subsp. piscicida). 
Se usaron 45 ejemplares de Solea senegalensis de 50 a 100 g de peso en grupos 
de 8 peces por cepa y un grupo control con 5 peces, que se mantuvieron en las 
instalaciones Grice-Hutchinson de la Universidad de Málaga. La temperatura media del 
agua fue de 20,5 ± 4,4 ºC y la salinidad de 35 g/L. Los peces estuvieron en un circuito 
cerrado con sistema de filtros biológicos, en condiciones de baja luminosidad y en 
aireación constante. Los peces se alimentaron con pienso comercial (Skretting, Burgos, 




España) con una dosis diaria equivalente al 1 % de la biomasa de los peces. 
Periódicamente se controló el nivel de nitratos en el agua y la temperatura.  
 Las bacterias se cultivaron en aerobiosis en TSAs a una temperatura de 22 ºC 
durante 24 h. Posteriormente, se ajustó la suspensión bacteriana a una concentración 
bacteriana de 10
9
 ufc/mL, inoculándose intraperitonealmente 0,1 mL por cada 50 g de 
pez. Después de 30 días se sacrificaron 3 peces de cada grupo para extraer sangre y 
medir el título de anticuerpos en el suero, y para tomar muestras internas de los peces. 
El resto de individuos se reinoculó con una suspensión bacteriana como en el inicio del 
ensayo. Finalmente, a los 51 días del inicio del experimento, se sacrificaron todos los 
peces completando la obtención del suero de todos los peces tal como se comenta en el 
apartado 1.5. Se analizó el título de anticuerpos de todos los sueros y si existían 
reacciones cruzadas con los patógenos mediante la técnica de ELISA. También se 
utilizaron para determinar la existencia de proteínas inmunorreactivas con reacción 
cruzada mediante electroforesis 2D como se comenta en el apartado 1.7.4. 
   En todos los peces sacrificados se observó el aspecto de hígado, riñón y bazo de 
para evaluar la salud de los peces y se tomaron muestras de estos órganos, sembrándose 
en TSAs a 22 ºC por 24 h para determinar la presencia de las cepas inoculadas. Si 
crecían colonias en las placas, estas se identificarían mediante por secuenciación del 
fragmento ribosómico 16S tal como se ha descrito en el apartado 2.4.  
 
2.6. Detección de las proteínas de las cepas seleccionadas que generan reacción 
cruzada con las cepas patógenas 
Se realizó un Western blot 2D con las proteínas de membrana externa de las cepas 
DCF12.2, DCF12.9, DCF12.10 y PLSW5, tal como se detalla en el apartado 1.7.5., 
para analizar la existencia de reacciones cruzadas con los sueros de peces inmunizados 
frente P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 o V. harveyi Lg16.00. Para cada 
inmunoensayo se utilizaron las cepas que inhibieron el crecimiento del patógeno del 
suero inmunizado.  
Para ello se comparó el gel 2D con la membrana del Western blot realizada con las 
mismas muestras, solapando las dos imágenes con el programa informático Quantity 
One. Las manchas protéicas más inmunorreactivas se mandaron a secuenciar mediante 
espectrometría de masas al Servicio Central de Investigación de la Universidad de 





2.7. Estudios complementarios de las cepas seleccionadas como potencialmente 
probióticas 
Se estudió la susceptibilidad de las cepas DCF12.2, DCF12.9, DCF12.10, 
PLSW5 a diferentes antibióticos, y su supervivencia en distintas condiciones 
ambientales. Estos estudios permitieron conocer el potencial de cada cepa para ser 
utilizadas como probióticos en instalaciones acuícolas, teniendo en cuenta tanto la 
capacidad de supervivencia en el agua de mar, como las condiciones de 
almacenacmiento y de administración. La evaluación en presencia de bilis se realizó 
exclusivamente con la cepa DCF12.2. 
2.7.1. Determinación de la susceptibilidad de las cepas frente antibióticos 
Se procedió a evaluar la resistencia a diferentes antimicrobianos de las cepas 
seleccionadas. La resistencia/sensibilidad ante el antibiótico se midió con el método de 
difusión en placa (Bauer et al, 1966). Habitualmente es un método cualitativo que se 
basa en el halo de inhibición que aparece alrededor del disco clasificando los 
microorganismos como sensibles (S), intermedios (I) o resistentes (R) según sea la 
eficacia obtenida por el agente antmicrobiano frente al microorganismo. 
Las diferentes cepas se sembraron en TSAs a 22 ºC durante 24 h. Posteriormente 
las diferentes cepas crecidas en TSAs se inocularon en tubos con PBS estéril hasta 
obtener una densidad óptica McFarland de 0,5 (Hindler, 1992). La suspensión se 
sembró sobre placas de Mueller Hinton con un hisopo estéril de manera homogénea. 
Pasados 15 min se dispusieron los diferentes discos de antibióticos (Oxoid, Hampshire, 
Reino Unido) distribuidos uniformemente (4-5 por placa). En la tabla 17 se resumen los 
antibióticos y concentraciones empleadas en este ensayo. Las placas se incubaron a      
22 ºC durante 24 h, tras lo cual se midieron los halos de inhibición creados en torno a 
cada uno de los discos. Las cepas se clasificaron como resistente (R), intermedio (I) o 
susceptibles (S) dependiendo del diámetro de los halos (Bauer et al.,1966; Giono, 
1983). Si no existen datos para el antibiótico en cuestión, la susceptibilidad de la cepa se 
evaluó comparando su diámetro con las cepas Escherichia coli ATCC 25922 (Instituto 
de Normas Clínicas y de Laboratorio, CLSI, 2002).  
 
 




Tabla 17. Concentración (µg/disco) de cada uno de 
los antibióticos que se dispusieron en el antibiograma.  
Antibiótico Concentración 
(µg/disco) 












2.7.2. Supervivencia en agua de mar 
 En este estudio se evaluó la supervivencia de las cepas en agua de mar con la 
finalidad de observar la viabilidad de las cepas para su posible administración por baño. 
Para ello se suspendieron los microorganismos a una concentración final de 10
7
 ufc/mL 
en 50 mL de agua marina estéril y se incubaron a 22 ºC. Al inicio y a los días 1, 2 y 5 se 
tomarón muestras del agua y se realizaron diluciones seriadas en solución salina. Estas 
se sembraron en TSAs y se incubaron durante 24 h a 22 ºC. Tras la incubación se hizo 
el recuento de las colonias crecidas. 
2.7.3. Supervivencia a 4 ºC 
  Se evaluó la supervivencia de los probióticos potenciales en frio con la finalidad 
de conocer su capacidad de almacenaje y transporte en estas condiciones antes de ser 
administradas a los peces. Para ello se suspendieron los microorganismos a una 
concentración final de 10
7
 ufc/mL en 50 mL de PBS estéril y se incubaron a 4 ºC. Al 
inicio y a los días 1, 2 y 5 se tomaron muestras de la suspensión y se realizó el recuento 
de células cultivables tal como se ha explicado en el apartado anterior. 
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2.7.4. Supervivencia a la liofilización 
La liofilización es un proceso en el que se congela una sustancia y 
posteriormente se introduce en una cámara de vacío para eliminar prácticamente la 
totalidad del agua libre contenida en el producto original mediante sublimación. La 
liofilización es una de las vías de conservación de las cepas a largo plazo y temperatura 
ambiente, siendo el objetivo de este apartado conocer la viabilidad de las cepas 
seleccionadas a este proceso de conservación.  
Las cepas fueron sembradas en medio TSAs a 22 ºC durante 24 h. Una vez 
crecidas, se recogió la masa bacteriana contenida en una placa con un portaobjetos 
estéril, y se le aplicó distintos tratamientos: 
 (1) Bacterias sin criprotector. La masa bacteriana recogida se congeló 
directamente a -80 ºC durante 42 h.  
(2) Medio crioprotector I. La masa bacteriana se resuspendió en 1,5 mL de una 
medio compuesto por Tris-HCl 0,5M (pH 7,5), 10 % leche desnatada, 20 % 
glicerol, y se congeló a -80 ºC durante 42 h. 
(3) Medio crioprotector II. La masa bacteriana se resuspendió en 1,5 mL de un 
medio compuesto por extracto de levadura 5 g/L, peptona 5 g/L, 750 mL de agua 
destilada, 250 mL de agua de mar (pH 7,5) y se congeló a -80 ºC durante 42 h. 
Todas las muestras se liofilizaron durante 48 h en liofilizador FTS Systems 
Flexy-Dry (Sp Scientifics, Gardiner, Estados Unidos). Tras la liofilización las muestras 
se resuspendieron en 20 mL de medio TSBs y se incubaron a 22 ºC durante una semana. 
A continuación se extrajo un inóculo de cada muestra y se sembró en TSAs, 
incubándose durante 24 h a 22 ºC. Se consideró que las bacterias sobrevivieron al 
proceso de liofilización si en las placas aparecían colonias de la cepa.  
2.7.5. Supervivencia en el pienso. 
El estudio de la supervivencia en el pienso de los peces es fundamental para 
conocer la viabilidad de los microorganismos para su administración por vía oral, y la 
posibilidad de almacenamiento de la mezcla pienso-probiótico sin que el número de 
microorganismos decrezca de una manera crítica. Para ello se estudiaron dos vías 
distintas de administrar el probiótico: 




- Administración directa sobre el pienso (Skretting, Burgos, España), 
añadiendo gota a gota, 6 mL de suspensión bacteriana (10
8
 ufc/mL) en solución 
salina sobre 30 g de pienso, y agitando hasta que el pienso absorba todo el 
líquido. 
- Administración con alginato sódico. El alginato sódico encapsula al 
microorganismo impidiendo su deshidratación, y lo protege frente al ataque 
ácido del estómago. Para la preparación se utilizó 0,6 mL de suspensión 
bacteriana (10
8
 ufc/mL) mezclada con 3 mL de alginato (Sigma, Steinheim, 
Alemania) al 0,5 %. La mezcla se roció sobre 30 g pienso y luego se añadió 2,4 
mL de CaCl2 50 mM (Sigma, Steinheim, Alemania) para gelificar la mezcla.  
Los piensos se mantuvieron a -20 ºC, 4 ºC y 22 ºC, tomándose muestras los días 
0, 1, 2 y 5. Las muestras almacenadas a -20 ºC únicamente se analizaron a tiempo final. 
Para la toma de muestras se empleó 1g de pienso que se resuspendió en 10 mL de PBS 
estéril. Seguidamente, esta mezcla se homogeinizó durante 5 min (Aes Laboratoire Easy 
Mix, Marcy-l'Étoile, Francia) y la suspensión resultante se centrifugó a temperatura 
ambiente durante 5 min a 300 ×g, recuperándose el sobrenadante para su análisis. La 
concentración bacteriana se determinó empleando diluciones seriadas en PBS estéril e 
incubando en placas de TSAs a 22 ºC durante 24h. Finalmente se hizo el recuento de 
colonias bacterianas que crecieron en las placas de TSAs. 
2.7.6. Determinación de las actividades enzimáticas 
Se evaluaron las características enzimáticas de las cepas DCF12.2, DCF12.9, 
DCF12.10 y PLSW5. Las características analizadas fueron las siguientes: 
Actividad lecitinasa: Permite comprobar si pueden actuar sobre la lecitina. Se 
inocularon las cepas mediante una estría en medio de agar yema de huevo (Ver Anexo 
1) y se incubaron durante 48 h 22 ºC. Las cepas bacterianas con actividad lecitinasa 
formaron una zona opaca alrededor del crecimiento bacteriano como resultado de la 
hidrólisis de la lecitina de la yema de huevo. 
Actividad lipasa: Algunas bacterias excretan lipasas extracelulares con la 
capacidad de hidrolizar triglicéridos en ácidos grasos y glicerol. Se sembraron las cepas 
a ensayar realizando una estría de cada una de las cepas en medio de agar yema de 
huevo (Ver Anexo 1). Las placas se incubaron durante 48 h a 22 ºC. Una reacción lipasa 
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positiva se manifiesta mediante un precipitado cristalino de oleato cálcico en torno al 
crecimiento bacteriano. 
Actividad caseinasa: Mide la capacidad de producción de la proteasa que 
degrada a la caseína, proteína de la leche, liberándose aminoácidos. Cada una de las 
cepas se sembró mediante una estría en medio Agar Leche (Ver Anexo 1) y se incubó 
48 h durante 22 ºC. Las cepas con capacidad de hidrolizar la caseína tendrán un halo 
trasparente en torno al crecimiento microbiano. 
Actividad gelatinasa: La prueba de la gelatinasa pone de manifiesto la 
producción de dicha enzima proteolítica por determinados microorganismos, capaces de 
actuar sobre la gelatina hidrolizándola en los aminoacidos que la componen. Las 
bacterias se sembraron mediante estría en agar gelatina (Ver Anexo 1) y se incubaron 
durante 48 h a 22 ºC. La presencia de un halo transparente en la región de crecimiento 
bacteriano indicó la hidrólisis de la gelatina. 
Actividad amilasa: Se usó para determinar la capacidad de las cepas de excretar 
alfa-amilasas para poder hidrolizar el almidón en oligosacáridos o monosacáridos. Los 
microorganismos se sembraron por estría en una placa de Agar Almidón (Ver Anexo 1) 
y se incubaron 22 ºC durante 48 h. Para comprobar la hidrólisis del almidón se cubrió la 
superficie de la placa con lugol durante 10 min. Si el almidón ha sido hidrolizado, los 
productos no se unirán al lugol y por tanto presentará un halo de degradación (marrón o 
transparente), mientras que la zona con almidón tendrá un color púrpura. 
2.7.7. Evaluación del crecimiento en diferentes pH 
 Se evaluó la tolerancia a diferentes pH de cada una de las cepas potencialmente 
probióticas. Se usaron cultivos en TSBs de cada una de las cepas y se lavaron por 
centrifugación 2 veces con solución salina (3.000 ×g, 15 min, 4 ºC). Se ajustaron las 
cepas potencialmente probióticas a una concentración de 10
6
 ufc/mL y se incubaron en 
tubos con TSBs y pH desde 1,0 a 9,0 durante 24 h. Se consideró que presentaban 
crecimiento aquellos tubos que mostraron una turbidez con una densidad óptica superior 
a 0,5 medida a 600 nm. 
2.7.8. Evaluación del desarrollo de la cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 en 
presencia de bilis y diferentes pH 
Se preseleccionó la cepa DCF12.2 para su estudio in vivo en S. senegalensis tras 
los procesos de selección anteriores debido a sus características favorables. Esta cepa no 




es patógena en peces, posee capacidad antagónica frente P. damselae subsp. piscicida 
Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00, tiene antígenos con reacción cruzada frente a los dos 
patógenos, es viable en condiciones de almacenamiento, produce enzimas 
extracelulares, no es resistente a ciertos antibióticos, y crece a un pH relativamente 
ácido. Asimismo, los peces inmunizados con la cepa DCF12.2 presentaron un título de 
anticuerpos alto frente la cepa inmunizada. 
Como paso previo en el estudio del uso oral de la cepa DCF12.2 se evaluó la 
tolerancia tanto a la bilis como a diferentes pH. Se usaron cultivos en TSBs y se lavaron 
por centrifugación 2 veces con solución salina (3.000 ×g, 15 min, 4 ºC). Se preparó una 
suspensión bacteriana de esta cepa y se ajustó a una concentración de 10
6
 ufc/mL. Se 
prepararon tubos con pH 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 y 7,0; y por otra parte tubos con 
diferentes concentraciones de bilis bovina (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) a una 
concentración de 0,3, 0,5, 1, 3 y 5 % (p/v) (Thankappan et al., 2015 con 
modificaciones). Los tubos sin sales bililiares se utilizaron como controles. Las 
bacterias viables se contaron en placas de TSAs a 1 h, 2 h y 3 h. Se consideró que la 
cepa es resistente a pH ácido cuando es viable durante al menos 2 h a un pH 3,0 
(Arihara et al., 1998).  
 
2.8. Tratamiento de los datos 
Los análisis estadísticos se realizaron empleando el software XLSTAT 
(Addinsoft, España). La normalidad y homocedasticidad de los datos se comprobó 
mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene respectivamente. Los diferentes 
tratamientos se compararon mediante un análisis de varianza ANOVA de una vía, con el 
ajuste de Tukey y Dunnett cuando los datos cumplían los requisitos de normalidad y 
homocedasticidad. Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas 
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3. Efecto de la cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 sobre el sistema 
inmunitario de lenguados y protección frente a P. damselae subsp. 
piscicida y V. harveyi 
 
El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la cepa DCF12.2, 
administrada al pez por diferentes vías, sobre el sistema inmune adaptativo e innato del 
lenguado. Asimismo se evaluó el grado de protección de los peces tratados con el 
potencial probiótico mediante infecciones experimentales con las cepas virulentas de    
P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00. 
Para los ensayos se utilizaron lenguados (Solea senegalensis) de 15-20 g. Los 
peces se aclimataron una semana antes del experimento en las instalaciones Grice-
Hutchinson de la Universidad de Málaga. Los peces se mantuvieron en tanques de      
500 L con un sistema cerrado de agua de mar sometida a aireación, y paso por filtros 
biológicos. La temperatura del agua durante el experimento fue de 16,5 ± 3,5 ºC y 
salinidad constante (35 g/L). Los ejemplares se alimentaron diariamente con pienso 
comercial Gemma en cantidades diarias equivalentes al 1 % del peso total de los peces. 
Los peces se separaron en 4 tanques de 500 L con 90 peces/tanque. Los peces de 
cada tanque se sometieron a distintas vías de administración de V. proteolyticus 
DCF12.2: 
- Inyección por vía intraperitoneal. La cepa DCF12.2 se cultivó en TSAs y se 
resuspendió en PBS estéril a una concentración bacteriana de 10
9
 ufc/mL. Seguidamente 
los peces con 100 ppm de aceite de clavo disuelto en el agua. La suspensión de bacterias 
se inoculó por vía intraperitoneal utilizando 0,1 mL por pez. Este tratamiento fue usado 
como control positivo en la producción de anticuerpos. 
- Administración por baño. Los peces se sometieron a un baño con una 
dilución 1:100 de la cepa DCF12.2 en agua de mar durante 1h y con aireación, siendo la 
concentración final de bacterias de 10
7
 ufc/mL. El tratamiento se repitió a los mismos 
peces después de 15 días. 
- Adminsitración por el pienso. Los peces se alimentaron con pienso al que se 
añadió una suspensión de la cepa DCF12.2 justo antes de su administración a los peces 
(1 mL de suspensión por cada 10 g de pienso). La concentración de probióticos en el 
pienso fue de 10
9
 ufc/g. Este preparado se administró inmediatamente a los peces. Los 




peces se alimentaron con esta mezcla en cantidades diarias equivalentes al 1 % de la 
biomasa de los peces. El tratamiento se realizó durante 28 días, alternando 5 días con 
tratamiento con dos días de alimentación con pienso sin bacterias. 
- Peces controles. Este grupo de peces permaneció en las condiciones de cultivo 
originales sin contacto con la cepa DCF12.2. 
Al inicio del experimento, así como a los días 1, 2, 3, 7, 14, 21, 28 y 56 se 
sacrificaron 5 peces por tratamiento, mediante inmersión con aceite de clavo (200 ppm) 
y posterior desangrado. El suero extraido se utilizó para determinar el título de 
anticuerpos en suero y mucus de piel e intestino, expresión de genes implicados en la 
respuesta inmune innata, así como el estudio de la microbiota intestinal por DGGE. A 
los 30 días después del comienzo de la administración de los probióticos se realizaron 
infecciones experimentales. 
 
3.1. Detección de anticuerpos  
Se determinó el título de anticuerpos en el suero, mucus intestinal y de la piel en 
peces a los que se ha inoculado la cepa DCF12.2 por las distintas vías especificadas 
anteriormente Esta determinación se llevó a cabo a los 7, 14, 21, 28 y 56 días del 
tratamiento. 
El mucus de la superficie del pez y del intestino se retiró con un portaobjetos con 
cuidado de no arrastrar escamas, y se hizo una mezcla de mucus de los diferentes 
individuos. Esta mezcla se homogeneizó con PBS estéril (Ver Anexo 2). Posteriormente 
se centrifugó a 300 ×g durante 10 min a 4 ºC, seleccionando el sobrenadante. 
Finalmente, para aumentar su concentración, la muestra se congeló a -80 ºC y se 
liofilizó. El mucus liofilizado se redisolvió en agua químicamente pura y se centrifugó a 
300 ×g durante 10 min a 4 ºC. Se extrajo el sobrenadante y se midió la concentración 
proteica mediante el método de Bradford (ver apartado 1.4.) y posteriormente se 
congeló a -80 ºC hasta su uso (Guardiola et al., 2014). 
 Los niveles de IgM se analizaron mediante la técnica de ELISA (Ver apartado 
1.6.). Los antígenos que se utilizaron en cada una de las placas de ELISA fueron 
bacterias de la cepa DCF12.2, bacterias de P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y 
bacterias de V. harveyi Lg16.00. El mucus analizado se utilizó a una concentración 
proteica de 250 µg/mL, mientras que el suero se diluyó a una dilución 1/500.  
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3.2. Expresión de genes implicados en la respuesta inmune innata 
3.2.1 Extracción de ARN y reversotranscripción a ADNc 
En este estudio se evaluó el efecto de las distintas vías de administración de la 
cepa DCF12.2 sobre la expresión de genes del hospedador implicados en la respuesta 
inmune. La expresión se midió a 3 días (efecto a corto plazo) y 28 días después de 
comenzar el ensayo (efecto a largo plazo).  
Para la extracción de ARN se empleó el kit GeneJET RNA Purification (Thermo 
Scientific, Waltham, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante, 
partiendo de 30 mg de riñón cefálico. Durante todo el proceso de extracción de ARN se 
emplearon tubos libres de ARNasa y ADNasa, además de agua tratada libre de 
nucleasas. 
La calidad del ARN se comprobó mediante electroforesis en geles de TBE 0,5x 
con agarosa al 0,7 % El ARN se determinó con un espectrofotómetro Nanodrop ND-
1000 (Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos) mediante la relación 260/280. Los 
valores deben estar entre 1,9 y 2, siendo más puro el ARN cuanto está más cerca de 2. 
Se hicieron los cálculos para conseguir una cantidad de 2 µg de ARN y se realizó un 
tratamiento con ADNasa I (Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos) a una 
concentración de 1 U por µg de ARN durante 30 min a 37 ºC para eliminar restos de 
ADN. Posteriormente se añadió EDTA (Life Technologies, España) a una 
concentración de 50 mM y se incubó durante 10 min a 65 ºC de acuerdo con el 
protocolo de la casa comercial. La reverso transcripción se llevó a cabo mediante el kit 
First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific, Waltham, Estados Unidos) a partir de 
1 µg de ARN y usando primers de oligo (dT)18. Se usó como molde 1 µL de cada 
reacción de síntesis de ADNc en la qPCRs para analizar los genes de S. senegalensis 













Tabla 18. Genes estudiados en el trabajo de expresión génica  
Gen Código Referencia 
SISTEMA INMUNE INNATO 
Inmunidad humoral 
Componente 3 del complemento  C3 Prieto-Álamo et al., 2009 
Componente 7 del complemento C7 Prieto-Álamo et al., 2009 
Lisozima C C-LYS Fernández-Trujillo et al., 2008 
Lisozima G G-LYS Salas-Leiton et al., 2010 
Interleucina 10 IL-10 Urán et al., 2008 
Inmunidad celular 
Factor potenciador de células Natural Killer  NKEF Prieto-Álamo et al., 2009 
Sequestosoma 1 SQSTM-1 Prieto-Álamo et al., 2009 
ESTRÉS 
Glutatión peroxidasa  GPx Teles et al., 2011 
NADPH oxidasa NADPHox Teles et al., 2011 
Proteína de choque térmico 70 HSP70 Salas-Leiton et al., 2010 
Proteína de choque térmico 90 HSP90AB Manchado et al., 2008 
Proteína de choque térmico gp96 GP96 Osuna-Jiménez et al., 2009 
GENES DE REFERENCIA 
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa1 GADPH1 Osuna-Jiménez et al., 2009 
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 2 GADPH2 Manchado et al., 2007 
 
3.2.2. Realización de PCR a tiempo real (qPCR) 
Las amplificaciones de qPCR se realizaron por triplicado en placas de              
96 pocillos en un volumen final de 10 μL. La mezcla contenía 5 µL de SsoAdvanced 
SYBR Green Supermix (Biorad, Hercules, Estados Unidos), 0,5 µL de cada conjunto de 
cebadores (10 mM), 1 µL de ADNc molde y 3 µL de agua ultrapura. Las medidas de la 
qPCR se llevaron a cabo por triplicado en placas de 96 pocillos de PCR y se ejecutaron 
en un termociclador de qPCR C1000 Touch (Biorad, España) con el módulo óptico 
CFX96 (Biorad, España) para las mediciones de fluorescencia. Las reacciones de 
amplificación se realizaron con una desnaturalización inicial de 95 ºC durante 30 s, 
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seguido por 40 ciclos de 95 ºC durante 5 s y 51 ºC durante 15 s. Para confirmar la 
amplificación específica en el producto de PCR, al terminar los 40 ciclos, se realizó el 
análisis de la curva de fusión partiendo de una temperatura inicial de 65 ºC con un 
incremento de 0,5 ºC por cada ciclo de 5 s hasta llegar a una temperatura final de 95 ºC. 
Para la normalización de los valores de qPCR, se escogieron como genes de 
referencia aquellos que en la qPCR presentaron valores de Ct similares a lo largo de los 
diferentes tratamientos. Los genes de referencia empleados en este trabajo fueron los 
genes que codifican para gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 1 y 2 (GADPH 1 y 2) 
(Tabla 19). 
3.2.3. Tratamiento de los datos mediante el método 2(-ΔΔCt) 
Los datos obtenidos tras las reacciones de qPCR se analizaron empleando el 
programa iCycler iQ v3.0 de BioRad. Los valores relativos de expresión de ARNm se 
calcularon usando el método 2(
-ΔΔCt
) según Pfaffl (2001). Este método asume que las 
eficiencias de amplificación del gen de referencia y de estudio son cercanas al 100 %. 
En primer lugar, se normalizaron los valores de Ct obtenidos de los genes de estudio y 
referencia tanto de la muestra tratada como en la muestra control. La normalización del 
gen a estudiar respecto al gen de referencia permite compensar cualquier diferencia 
debido a la cantidad de muestra empleada en los ensayos: 
∆CT (tratado) =  CT gen de estudio −  CT gen de referencia 
∆CT (control) =  CT gen de estudio −  CT gen de referencia 
 
 
En segundo lugar, se normalizó el valor de Ct de la muestra tratada con la 
muestra control: 
∆∆CT =  ∆CT (tratado) −  ∆CT (control) 
Finalmente, se aplica la expresión: 
2(−∆∆𝐶𝑡) 
El resultado indica el incremento o disminución relativa en el número de 
transcritos de un gen perteneciente a un individuo tratado con respecto al mismo gen de 
un individuo control sin tratar y normalizado al gen de referencia. 




3.3. Análisis de la microbiota de lenguados tratados con V. proteolyticus DCF12.2 
Para el estudio de la diversidad de la microbiota en el intestino y en la piel de los 
lenguados tratados con la cepa DCF12.2, se extrajo el ADN del intestino y de piel, y se 
amplificó una región altamente conservada que codifica al ARNr 16S. Posteriormente, 
se empleó la técnica de electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) 
para estudiar la diversidad entre las distintas muestras. Las técnicas utilizadas se indican 
a continuación. 
3.3.1. Toma de muestras  
- Microbiota de intestino en peces alimentados con V. proteolyticus  
Con estos análisis se comparó la microbiota intestinal de los peces alimentados 
con la cepa DCF12.2 respecto a la microbiota de los peces controles. Se utilizaron los 
intestinos de 5 peces por tratamiento y tiempo de muestreo. Las muestras se recogieron 
a los 14 y 28 días del comienzo de la alimentación con la cepa. El contenido del lumen 
de cada intestino se extrajo en condiciones de esterilidad con un porta estéril. 
Posteriormente se tomó una muestra de 50 mg del contenido de cada uno de los 
intestinos y se extrajo el ADN de cada una de las muestras siguiendo la metodología 
basada en la precipitación salina con modificaciones (Martínez et al., 1998). 
- Microbiota de la piel de peces inoculados por baño con V. proteolyticus 
Se realizó un estudio comparativo de la microbiota de la piel entre los peces 
inoculados con la cepa DCF12.2 por baño y los peces controles. Se utilizaron mezclas 
de mucus de 5 peces por tratamiento y tiempo de muestreo. El análisis de la microbiota 
del mucus de la piel se realizó a 0, 1, 2, 3, 7, 14 y 56 días, tomándose un total 300 µL de 
mezcla del mucus de la piel por cada tiempo de muestreo. Para la posterior extracción 
de ADN se utilizó la metodología descrita por Martínez et al., (1998) con 
modificaciones. 
3.3.2. Extracción de ADN  
Las muestras se mezclaron con 900 µL de tampón de resuspensión (Ver Anexo 
2). Posteriormente se mezclaron 300 µL de esta solución con 300 µL de tampón de lisis 
II (Ver Anexo 2) y se agitaron durante un minuto para lograr una mezcla completa. 
Posteriormente se añadieron 32 µL de solución de precipitación (NaCl 6M) y 5-10 µl de 
proteinasa K no molecular (20 mg/mL) (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) y se 
incubaron a 37 ºC durante 18 h. Se adicionaron 160 µL de solución de precipitación 
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agitándose vigorosamente durante 15 s. Se introdujeron los tubos en hielo durante       
10 min y se centrifugaron a 12.000 ×g durante 6 min. Se transfirieron cuidadosamente 
600 µL del sobrenadante conteniendo el ADN genómico a otro vial añadiéndose un 
volumen de isopropanol. Los tubos se invirtieron cuidadosamente varias veces y se 
dejaron a temperatura ambiente durante 10 min. Las muestras sometieron a una 
centrifugación a 18.000 ×g durante 6 min, se desechó el sobranadante y se lavó con 500 
µL de etanol 70 % frío. Tras centrifugar a máxima velocidad durante 2 min, se conservó 
el precipitado y se secó a temperatura ambiente durante 2 h. El ADN estraído se 
resuspendió en 100 μL de agua químicamente pura, estéril y libre de ADNasas y 
ARNasas. 
Para eliminar impurezas de esta muestra que pudieran inhibir su amplificación se 
usó 20 µL de la solución stock a la que se le añadió 1/10 volúmenes de acetato sódico    
3 M (pH 6,8) y 2 volúmenes de isopropanol al 95 %. Tras incubar en hielo durante      
10 min se centrifugó 6 min a 12.000 ×g, se eliminó el sobrenadante y se repitió el paso 
de precipitación en 50 µL de etanol al 70 %. Se retiró el sobrenadante y se dejó secar la 
muestra a temperatura ambiente. Finalmente el ADN se disolvió en 20 µL de agua 
químicamente pura, estéril y libre de ADNasa. Las muestras se almacenaron a -20 ºC 
hasta su utilización.  
Se comprobó la pureza y concentración de ADN extraído mediante la relación 
de las medidas de absorbancia A260nm/A280nm mediante el uso de un 
espectrofotómetro NanoDropTM 1000 (Thermofisher Scientific, Delaware, Estados 
Unidos) considerándose valores entre 1,8 y 2 como adecuados para muestras de ADN. 
Las muestras de ADN se diluyeron para ajustar a una concentración de 50 ng/μL con la 
que se realizó la posterior reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
3.3.3. Amplificación del ADN codificante del ARNr 16S y análisis mediante 
DGGE 
El ADN se amplificó tal como se detalla en el apartado 2.4. utilizando 
cebadores universales capaces de unirse a la región altamente conservada que codifica 
al ARNr 16S, concretamente el 309F (5’ ATCCCTACGGGAGGCWGCAG -3’) y 
677R-CG (5’-CGGGGCGGGGGCACGGGGGGATMTCTACGCATTTCACCGCTAC 
-3’) (Sheffield et al., 1989; Muyzer et al., 1993), para obtener fragmentos de unas      
400 pb de longitud. El cebador 677 posee una cola repetitiva de CG que evita que la 
hebra se desnaturalice completamente. Las reacciones se llevaron a cabo en un 




termociclador y quedan resumidas en el siguiente programa de la Tabla 19. Los 
productos amplificados se comprobaron mediante electroforesis con voltaje constante 
(100 V) durante 40 min en gel de agarosa al 1,5 % (p/v) en tampón Tris-Borato-EDTA 
(TBE) 0,5 x.  
 
Tabla 19. Etapas de la PCR para la secuenciación por DGGE. 
Temperatura de la tapa: 112ºC 
Etapa Temperatura Tiempo 
Inicio de la PCR 94 ºC 2 min 
Desnaturalización 94 ºC 30 s 35 ciclos 
Alineamiento 56ºC 30 s 
Elongación 68 ºC 30 s 
Fin de la PCR 68 ºC 5 min 
 
 
3.3.4. Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante 
Los amplicones obtenidos del ADN se separaron mediante DGGE de acuerdo a 
las especificaciones descritas por Muyzer et al., (1993) usando el aparato D-code 
Universal Mutation Derection System (Biorad, Hercules, Estados Unidos). La 
electroforesis se realizó en geles (dimensiones 200 x 200 x1 mm) de poliacrilamida al 8 
% (37.5:1 acrilamida-bisacrilamida) (Biorad, China) usando un gradiente del 30 % al   
55 % de urea y formamida para la separación, considerando el nivel 100 % como una 
solucion desnaturalizante que contiene 7 M de urea y 40 % (v/v) de formamida. La 
electroforesis se realizó durante 5 h a 150 V en 0,5X tampón TAE a una temperatura 
constante de 60 ºC (Sambrook et al., 2001) con 13 μL de los productos de PCR en cada 
calle. Los geles se tiñeron con nitrato de plata (Sanguinetti et al., 1994). 
3.3.5. Análisis de los patrones de DGGE.  
Los geles teñidos se escanearon con una resolucion de 300 ppi y los patrones de 
bandas de DGGE se analizaron utilizando el programa FPQuest-Bionumerics 4.5 
(Applied Maths BVBA, Sint-Martens-Latem, Bélgica). Este programa identifica la 
posición de cada banda, la intensidad de cada banda y calcula la contribución de la 
intensidad de cada banda al total de cada muestra. Se determinó el número de bandas de 
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DGGE (S) que indica el número de especies, la intensidad de cada banda (ni), y la suma 
de todas las intensidades de las bandas de la muestra (N) (Fromin et al., 2002). Se 
agruparon los patrones de bandas mediante la construcción de un dendrograma de 
Jaccard (Jaccard, 1908).  
Para determinar la diversidad estructural de la comunidad microbiana se 
calcularon los valores ecológicos de riqueza específica (R), índice de diversidad de 
Shannon (H’) y habitabilidad (Rr) (Marzorati et al., 2008). Para la riqueza de especies 
(R) se asumió que cada banda de DGGE constituye una unidad taxonómica operativa 
(OTU), para el índice de Shannon (H’) la intensidad de las bandas de DGGE es una 
aproximación de la abundacia relativa.  
1. Índice de diversidad de Shannon (H’) (Shannon y Weaver, 1949), calculado segun la 
expresión: 
H’ = −ΣPi ln Pi 
donde, Pi es la abundancia relativa de la especie i. 
2. Riqueza de especies (R), estimada como el numero total de bandas en cada calle del 
gel de DGGE 
R = Σb 
donde b = cada una de las bandas presentes en el gel de DGGE. 
3. Habitabilidad (Rr), calculada como el numero total de bandas multiplicado por el 
porcentaje de gradiente desnaturalizante de urea/formamida del gel necesario para 
describir la diversidad total de las muestras analizadas (Marzorati et al., 2008). 
Rr = N
2
 x Dg 
donde, N representa el número total de bandas en cada calle, Dg = gradiente 
desnaturalizante comprendido entre la primera y la ultima banda de dicha calle. 
3.3.6. Secuenciación de bandas de DGGE.  
Las bandas predominantes en los geles de DGGE se recortaron para su 
secuenciación con la punta de pipetas estériles. Se pusieron en 100 μL de agua 
químicamente pura y esteril y se incubaron a 4 ºC overnight para permitir la difusión 
del ADN. Se usaron 5 µL del volumen de la muestra obtenida para la reacción de 
amplificación tal como se detalla en el apartado 2.4. En esta ocasión, el cebador 
677R no contó con la cola CG empleada en la PCR previa a la DGGE, siendo su 




secuencia (5’- ATMTCTACGCATTTCACCGCTAC -3’), en cuanto al cebador 309F 
permanece invariable (5’ ATCCCTACGGGAGGCWGCAG -3’). Las reacciones se 
llevaron a cabo en un termociclador aplicando el programa resumido en la Tabla 20. 
Tras comprobar el producto de PCR en un gel de agarosa, las muestras se enviaron 
para su secuenciacion a Macrogen Korea Europe. 
Las secuencias resultantes (~500pb) se compararon con las secuencias base de 
datos del NCBI usando el algoritmo de secuencias BLAST (Altschul et al., 1990). 
Las secuencias de la base de datos que mostraron la identidad más alta se usaron para 
definir su identificación. 
Tabla 20. Etapas de la PCR para la secuenciación de bandas de DGGE. 
Temperatura de la tapa: 112 ºC 
Etapa Temperatura Tiempo 
Inicio de la PCR 95 ºC 2 min 
Desnaturalización 95 ºC 30 s 45 ciclos 
Alineamiento 64 ºC 30 s 
Elongación 72 ºC 60 s 
Fin de la PCR 72 ºC 5 min 
 
3.4. Determinación de la supervivencia de peces administrados con probiótico e 
infectados con P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi 
A los 30 días después del comienzo de la administración de los probióticos se 
realizaron infecciones experimentales con las cepas patógenas para S senegalensis,       
P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00 para determinar el grado de 
protección que confiere el uso de estos probióticos administrados en diferentes vias. 
Una vez anestesiados los peces en aceite de clavo (100 ppm), se inoculó el patógeno por 
inyección intraperitoneal a 10 peces por grupo, manteniéndose a una temperatura 
superior de 23 ºC, con aireación y salinidad constante (35 g/L), observándose signos de 
enfermedad y muerte durante 21 días. La eficacia del probiótico fue calculado mediante 
el porcentaje relativo de supervivencia (RPS): 
RPS = [1 - (% mortalidad en peces tratados / % mortalidad en peces control)] x 100 
Se recogieron muestras de hígado y riñón a los peces recién muertos para 
comprobar si se aislaban de estos órganos internos la cepa inoculada, sembrándose 
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dichas muestras en TSAs. La dosis empleada para el patógeno V. harveyi Lg16.00 
estuvo a una concentración de 2 x 10
6 





3.5. Tratamiento de datos  
Todos los análisis estadísticos se realizaron empleando el software XLSTAT 
(Addinsoft, España). Los diferentes tratamientos de ELISA y expresión génica se 
compararon mediante un análisis de varianza ANOVA de una vía, con el ajuste de 
Tukey, cuando los datos cumplían los requisitos de normalidad y homocedasticidad. La 
normalidad y homocedasticidad de los datos se evaluó mediante las pruebas de Shapiro-
Wilk y Levene respectivamente. En caso de no cumplirse la asunción de 
homocedasticidad, se aplicó el test no parametrico Klustal Wallis. Los valores de 
transcripción relativa de los genes estudiados se presentaron como promedio del 
incremento relativo ± error estándar. Las diferencias significativas entre los índices de 
diversidad (H’), riqueza de especies (R) y habitabilidad se evaluaron mediante la prueba 
no paramétrica de Kruskal-Wallis. Las diferencias se consideraron estadísticamente 
significativas asumiendo p < 0,05.  
 
4.- Empleo combinado de la cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 y de una 
vacuna bivalente frente P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi  
 
En este ensayo se evaluó si el uso combinado del probiótico DCF12.2 y una 
vacuna bivalente, aumentaba el grado de protección generado por la vacuna frente a las 
bacterias patógenas, produciendo así un efecto potenciador.  
Se emplearon 300 ejemplares de lenguados de 35-40 g que permanecieron 
durante 52 días en la Planta de Cultivos Marinos de la Universidad de Cádiz. Para el 
ensayo de vacunación se utilizó una vacuna bivalente compuesta de bacterina y 
enriquecida con ECP de P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00 
(Ver apartado 1.5.). La vacuna se administró a un grupo de 150 peces mediante un 
baño de 2 h en agua de mar con aireación constante. Para la vacunación se rebajó el 
nivel de los tanques de cultivo de peces hasta un volumen final de 100 L de agua de mar 
a una concentración final de 10
 7 
ufc/mL. 




En los días 15, 30, y 52 después de la vacunación se sacrificaron 5 peces por 
grupo, obteniéndose suero y mucus de piel e intestino según el cronograma especificado 
en la Figura 7, con el objetivo de conocer la cinética de producción de anticuerpos 
específicos por ELISA y estudiar la microbiota, tanto intestinal como de la piel. 
 
 
Figura 7. Cronograma del ensayo de evaluación del uso combinado de la bacteria V. proteolyticus 
DCF12.2 y una vacuna bivalente frente P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00. 
 
A día 30 de haber suministrado la vacuna bivalente, la mitad de los peces del 
experimento (75 peces vacunados y 75 peces no vacunados) se pusieron en contacto con 
el probiótico mediante inmersión en baño. Para ello V. proteolyticus DCF12.2 se cultivó 
en placas de TSAs durante 24 h a 22 ºC, se recogió la masa bacteriana y se ajustó en 
PBS a una densidad óptica de 1,5 a 600 nm (10
10
 ufc/mL). Para la inmersión con la cepa 
los tanques de cultivo de peces se dejaron con un volumen de 100 L de agua de mar, a la 
que se añadió 5 L de la suspensión de probióticos hasta una concentración final de       
10
8
 ufc/mL. Se incubó durante 1 h con aireación constante, y transcurrida la hora se 
empezó a recircular el agua en los tanques. Los peces bañados con probióticos se 
mantuvieron en un sistema de filtración independiente de los peces no bañados con el 
probiótico, para así evitar la contaminación entre ambos grupos. De esta forma se 
obtuvieron 4 grupos de peces sometidos a distintos tratamientos: 
- Peces vacunados y tratados con el probiótico. 
- Peces vacunados y sin contacto con el probiótico. 
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- Peces sin vacunar y tratados con el probiótico. 
- Peces control 
Transcurridos 15 días se transportaron a las instalaciones Grice Hutchinson de la 
Universidad de Málaga para realizar una infección experimental frente P. damselae 
subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00. 
 
4.1. Determinación de anticuerpos en el suero y mucus de los peces 
Los niveles de anticuerpos se analizaron mediante la técnica de ELISA, técnica 
descrita en el apartado 1.6. Los antígenos que se utilizaron en cada una de las placas de 
ELISA fueron bacterias de la cepa DCF12.2, V. harveyi Lg16.00 y P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01. Se utilizó una dilución inicial 1:500 de los sueros. En cuanto al 
mucus de piel, este se retiró de tal como se explca en el apartado 3.1. El mucus se 
utilizó a una concentración inicial de 250 μg/mL. 
 
4.2. Análisis de la microbiota de la piel 
La diversidad de la microbiota de la piel de los peces tratado se determinó 
mediante DGGE, tal como se describe en el apartado 3.3. La toma de muestra se 
realizó a día 0, 15, 30 y 52 desde el inicio del experimento. 
 
4.3. Infecciones experimentales con los patógenos y determinación del grado de 
protección de los tratamientos 
A los 52 días del inicio del experimento, se realizó una infección experimental 
para determinar la protección adquirida con cada tratamiento, tal como se realizó en el 
apartado 3.4. Se inoculó por vía intraperitoneal una dosis equivalente a 10
4
 ufc/g de 
pez de P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y una dosis a 10
5
 ufc/g de pez de              
V. harveyi Lg16.00. Los peces inoculados se mantuvieron en circuito cerrado con 
sistema de filtros biológicos, en condiciones de baja luminosidad, en aireación constante 
y a una temperatura superior de 23 ºC. Los peces se alimentaron con pienso comercial 
(Skretting, Burgos, España) con una dosis diaria equivalente al 1 % de la biomasa de los 
peces. 




Durante 21 días se hizo seguimiento de los peces, realizando un recuento diario del 
número de bajas por tratamiento, para poder calcular el porcentaje de protección de los 
tratamientos realizados.  
 
4.4. Tratamiento de datos  
Todos los análisis estadísticos se realizaron empleando el software XLSTAT 
(Addinsoft, España). Los diferentes tratamientos de ELISA se compararon mediante un 
análisis de varianza ANOVA de una vía con el ajuste de Tukey, cuando los datos 
cumplían los requisitos de normalidad y homocedasticidad. La normalidad y 
homocedasticidad de los datos se evaluó mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y 
Levene respectivamente. Para comprobar la existencia de diferencias significativas entre 
los índices de diversidad (H’), riqueza de especies (R) y habitabilidad se empleó la 
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Las diferencias se consideraron 











































1. Obtención de anticuerpos de Solea senegalensis frente a P. damselae 
subsp. piscicida y V. harveyi e identificación de las proteínas más 
inmunogénicas 
 
1.1. Obtención de anticuerpos frente a P. damselae subsp. piscicida e identificación 
de las proteínas más inmunogénicas 
1.1.1. Titulación de anticuerpos en los lenguados inmunizados 
Cuando los lenguados se inocularon por primera vez con los antígenos de P. 
damselae subsp. piscicida Lg41.01, no se obtuvo un título significativo de anticuerpos 
(p < 0,05) frente a la bacterina usada como antígeno en los ELISA, pero sí en los peces 
inoculados por segunda vez (dilución límite 1/64.000) (Figura 8). Cuando se utilizaron 
los ECP como antígeno en los ELISA se obtuvieron títulos significativos de anticuerpos 
tanto con una inoculación (dilución límite 1/4.000) como con dos inoculaciones 
(dilución límite 1/16.000) (Figura 9). 
 
 
Figura 8. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA frente a la bacterina de P. damselae subp. 
piscicida Lg41.01 con distintas diluciones de los sueros de peces inmunizados, una y dos veces, con 






































Figura 9. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA frente a los ECP de P. damselae subp. 
piscicida Lg41.01 con distintas diluciones de los sueros de peces inmunizados, una y dos veces, con 
bacterina y ECP de P. damselae subp. piscicida Lg41.01, y peces controles. 
 
1.1.2. Detección de proteínas inmunoreactivas mediante electroforesis y 
Western blot 
Mediante la electroforesis bidimensional y los Western blot con los ECP y OMP 
de P. damselae subsp. piscicida Lg41.01, se pudo observar que los sueros de los peces 
inmunizados reaccionaban con proteínas con peso molecular entre 20 kDa y 100 kDa 
(Figura 10). En el caso de los ECP, se detectaron dos grandes bandas reactivas en torno 
a 55 kDa y cinco bandas menos reactivas entre 20 y 100 kDa. En cambio, en el Western 
blot de OMP se pudo observar una banda muy reactiva por encima de 20 kDa, una 









































Figura 10. Electroforesis (izquierda) de las fracciones de ECP y OMP de P. damselae subsp piscicida 
Lg41.01 y Western blot (derecha) mostrando las proteínas reactivas frente a suero de peces inmunizados 
con antígenos de P. damselae subsp piscicida Lg41.01. 
 
 
1.1.3. Identificación de proteínas inmunorreactivas frente a los sueros de peces 
inmunizados 
El Western blot a partir de la electroforesis bidimensional de los ECP mostró dos 
manchas proteícas, correspondientes a proteínas reactivas frente a los sueros de los 
peces inmunizados con la bacterina, con un peso cercano a 50 kDa (Figura 11). En el 
caso de los OMP se encontraron 3 proteínas altamente reactivas entre 50 kDa a 20 kDa 
(Figura 11). No se detectó ninguna mancha de proteína reactiva en los ensayos de 
Western blot cuando los ECP y los OMP se enfrentaron a sueros de peces controles no 
inmunizados.  
El procesado de las manchas de interés, y la posterior búsqueda en la base de 
datos Mascot, identificó algunas proteínas con un Mascot Score superior a 75, con una 
identificación significativa (p < 0,05) y con un intervalo de confianza superior al 99,7 % 
(Tabla 21). Según los resultados obtenidos en la base de datos respecto a los ECPs; la 
mancha ECP-1 fue homóloga a una metaloproteasa dependiente de ATP aislada en 
Serratia proteamaculans. La mancha proteica ECP-2 mostró homología con una 
proteína que confiere resistencia a telurito, aislada en Bacillus cereus. Respecto a las 




reductasa de Wolinella succinogenes; la mancha OMP-2 fue homóloga a una proteína 
antioxidante AhpC/Tsa de Colwellia psychrerythraea mientras que la mancha OMP-3 
de OMP fue homóloga a una proteína de Shewanella loihica con dominio de unión a 
ADN relacionada con el choque térmico. 
 
Figura 11. Geles 2D-PAGE (izquierda) y membranas de Western blot (derecha) de proteínas de P. 
damselae subsp. piscicida Lg41.01. (A1) manchas proteicas de ECP en geles 2D-PAGE; (A2) manchas 
proteicas de ECP en membrana de Western blot enfrentadas con suero de S. senegalensis inmunizados 
frente P. damselae subsp. piscicida Lg41.01; (B1) manchas proteicas de OMP en geles 2D-PAGE; (B2) 
manchas proteicas de OMP en membrana de Western blot enfrentadas con suero de S. senegalensis 
inmunizados frente P. damselae subsp. piscicida Lg41.01. ECP-1: Metaloproteasa dependiente de ATP; 
ECP-2: Proteína de resistencia a telurito; OMP-1: nitrito reductasa; OMP-2: Antioxidante de la familia 














Tabla 21. Identificación de las proteínas más inmunorreactivas de P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 
frente a sueros de lenguados inmunizados frente al patógeno. Mascot score >75. 












dependiente de ATP 
Serratia 
proteamaculans 
70,58 5,95 99,77 gi|157368730 
ECP-2 Resistencia a telurito Bacillus cereus 41,66 5,37 99,88 gi|187924238 
OMP-1 




55,77 7,56 99,99 gi|168988896 
OMP-2 




22,15 4,69 100 gi|71282444 
OMP-3 
Proteína con dominio de 
unión a ADN 
relacionada con el 
choque térmico 




1.2. Obtención de anticuerpos frente a V. harveyi e identificación de sus proteínas 
más inmunorreactivas 
1.2.1. Titulación de anticuerpos en los lenguados inmunizados 
En la primera inoculación con bacterina y ECP de V. harveyi Lg16.00, los peces 
inmunizados mostraron un aumento significativo en el título de anticuerpos frente los 
peces controles (p < 0,05) tanto frente a la bacterina (Figura 12) (dilución límite de 
1/32.000), como frente a los ECP (Figura 13) (dilución límite de 1/4.000), en 
comparación con los resultados obtenidos para los peces control. En peces inoculados 
una segunda vez con bacterina y ECP, se obtuvo un título de anticuerpos significativo  
(p < 0,05) respecto a los controles frente a la bacterina (dilución límite de 1/64.000; 














Figura 12. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con distintas diluciones de los sueros de 
peces inmunizados, una y dos veces, con bacterina y ECP de V. harveyi Lg16.00, y peces controles. Para 
los ELISA se utilizó bacterina de V. harveyi Lg16.00 como antígeno.  
 
 
Figura 13. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con distintas diluciones de los sueros de 
peces inmunizados, una y dos veces, con bacterina y ECP de V. harveyi Lg16.00, y peces controles. Para 



































































1.2.2. Detección de proteínas inmunorreactivas mediante electroforesis y 
Western blot  
El perfil electroforético de los ECP y OMP de V. harveyi Lg16.00, mostró 
proteínas dentro de un amplio rango de peso molecular, entre menos de 20 kDa hasta     
97 kDa (Figura 14). De estas, las bandas en torno a 37 kDa de ECP y OMP produjeron 




Figura 14. Electroforesis (imagen izquierda) de las fracciones de ECP y OMP de V. harveyi Lg16.00 
y Western blot (imagen derecha) mostrando las proteínas reactivas frente a sueros de lenguados 
inmunizados con antígenos de V. harveyi Lg16.00. 
 
1.2.3 Identificación de proteínas reactivas frente a los sueros de peces 
 inmunizados 
Cuando se realizó el Western blot a partir de un gel obtenido tras la 
electroforesis 2D con los ECP, se detectaron 5 proteínas entre 30 kDa y 70 kDa 
altamente inmunorreactivas, mientras que fueron dos las OMP con un peso próximo a 
30 kDa altamente inmunorreactivas (Figura 15). Según los resultados obtenidos tras 
secuenciar las manchas proteicas en la base de datos Mascot (Tabla 22), la mancha de 




homóloga a una fosfohidrolasa dependiente de metal de Vibrio orientalis. Las manchas 
ECP-3 y ECP-4, fueron homólogas a porinas de la membrana externa de V. harveyi. Por 
último, la mancha ECP-5 coincidió con a una proteína de división celular FtsH de 
Photobacterium profundum. 
Respecto a las OMP inmunoreactivas, la OMP-1 coincidió con la proteína 3-
hidroxi-isobutirato deshidrogenasa de V. harveyi en tanto que la OMP-2 fue identificada 
como una fosfatasa ácida de V. harveyi.  
  
Figura 15. Geles 2D-PAGE (izquierda) y membranas de Western blot (derecha) de proteínas de V. 
harveyi Lg16.00. (A1) manchas proteicas de ECP en geles 2D-PAGE; (A2) manchas proteicas de ECP en 
membrana de Western blot reactivas frente a sueros de S. senegalensis inmunizados frente V.harveyi 
Lg16.00. (B1) manchas proteicas de OMP en geles 2D-PAGE; (B2) manchas proteicas de OMP en 
membrana de Western blot reactivas frente a sueros de S. senegalensis inmunizados frente V.harveyi 
Lg16.00. ECP-1: Maltoporina; ECP-2: Fosfohidrolasa; ECP-3 y ECP-4: porinas; ECP5: Proteína de 






Tabla 22. Identificación de las proteínas más inmunorreactivas de V. harveyi Lg16.00 frente a sueros de 
lenguados inmunizados. Mascot score >75. 










ECP 1 Maltoporina Vibrio harveyi 49,60 4,40 100 gi|156976051 
ECP 2 Fosfohidrolasa Vibrio orientalis 
30,40 5,54 98,86 gi|261250101 
ECP 3 Porina Vibrio harveyi 34,64 4,16 100 gi|237846491 
ECP 4 Porina Vibrio harveyi 34,64 4,16 100 gi|237846491 
ECP 5 









Vibrio harveyi 23,64 5,48 100 gi|269964136 
OMP 2 Fosfatasa ácida Vibrio harveyi 37,18 5,35 100 gi|153833305 
 
2. Selección y caracterización de probióticos potenciales con similitud 
antigénica y capacidad antagónica frente a P. damselae subsp. piscicida 
Lg41.00 y V. harveyi Lg16.00 
 
2.1. Selección de bacterias con antígenos comunes  
La selección de bacterias con antígenos comunes a los patógenos de estudio, se 
realizó mediante la técnica dot blot. En este ensayo se enfrentaron las distintas cepas 
bacterianas a los sueros de lenguados inmunizados frente a P. damselae subsp. piscicida 
Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00. El grado de reacción colorimétrica en la membrana se 
consideró proporcional a la similitud antigénica de cada una de las cepas (Figura 16).  
De las 718 cepas ensayadas se seleccionaron 138 cepas, atendiendo al criterio de 
tener al menos un 75 % de similitud respecto a las cepas patógenas tras el análisis de 
imagen de dot blot. En concreto se hallaron 40 cepas que mostraron una similitud 
superior al 75 % frente P. damselae subsp. piscicida Lg41.01, 98 cepas a V. harveyi 
Lg16.00, mientras que 6 de estas cepas mostraron una similitud antigénica superior al 








Figura 16. Ejemplo de membrana incubada con sueros de lenguados inmunizados frente a V. harveyi 
Lg16.00. En la membrana se añadió un control positivo (V. harveyi Lg16.00) y un control negativo        




Figura 17. Porcentaje de semejanza antigénica de las cepas respecto a V. harveyi Lg16.00 (eje “x”) y      
P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 (eje “y”). Cada punto representa una cepa. El porcentaje (%) de 
similitud antigénica se obtuvo mediante análisis de imagen de dot blot y procesadas con el programa 
Quantity One (Biorad). Entre los cuadros están comprendidas aquellas cepas que presentaron una 





2.2. Estudio de la capacidad antagonista de las cepas seleccionadas sobre el 
 crecimiento de P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi 
Se seleccionaron 138 cepas, respecto a las 718 cepas iniciales, que presentaron 
una similitud antigénica igual o superior al 75 %, respecto a P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01 o frente V. harveyi Lg16.00.  
En los ensayos de inhibición se detectaron en total 12 cepas con capacidad 
antagonista, 7 de ellas inhibieron el crecimiento de P. damselae subsp. piscicida 
Lg41.01, otras 7 cepas inhibieron a V. harveyi Lg16.00, mientras que las cepas 
DCF12.2 y DCF12.9 inhibieron tanto a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 como a V. 
harveyi Lg16.00 (Tabla 23). 
 
Tabla 23. Media de los diámetros de los halos de inhibición producidos por las 12 
cepas que mostraron capacidad antagónica frente P. damselae subsp. piscicida 
Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00.  
Cepas 
Diámetro del halo de 
inhibición frente a 
P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01(mm) 
Diámetro del halo de 
inhibición frente a 
V. harveyi Lg16.00 (mm) 
DCF12.2 6 11 
DCF12.9 9 10 
DCF12.10 4 0 
DCF18.3 0 1 
PLSW5 9 0 
UMA5 5 0 
UMA7 2 0 
5-10-11 0 8 
23-5-11 0 8 
9ACE 0 7 
27ACE 4 0 
11PINO 0 5 
 
Para los exámenes posteriores se descartó la cepa DCF18.3 debido a su escaso 







2.3. Selección de cepas con proteínas antigénicamente similares a P.   
 damselae subsp. piscicida y V. harveyi  
Tras la selección de bacterias en base a su capacidad antagónica para con P. 
damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00, se analizó la similitud 
antigénica de sus OMP con las de las dos cepas patógenas.  
Usando sueros de peces inmunizados frente a P. damselae subsp. piscicida 
Lg41.01, se detectaron tres bandas reactivas en la cepa PLSW5, dos bandas en el caso 
de las cepas DCF12.2 y DCF12.10, y una banda en la cepa DCF12.9. Todas las bandas 
estaban comprendidas entre los 35 y 50 kDa (Figura 18).  
Por otro lado, en el Western blot enfrentado a suero de lenguado inmunizado 
frente V. harveyi Lg16.00 se detectaron tres bandas muy reactivas en la cepa 5-10-11 y 
dos bandas en el caso de las cepas DCF12.2 y DCF12.9. Estas bandas estaban 
comprendidas entre los 35 y 50 kDa (Figura 19).  
Las demás cepas no mostraron proteínas comunes con las cepas patógenas 
ensayadas o su reacción fue muy débil. 
 
Figura 18. Western blot de proteínas de membrana externa de cepas antagónicas respecto a P. damselae 
subsp. piscicida Lg41.01, enfrentadas con suero de lenguados inmunizados frente a esta cepa. V. harveyi 






Figura 19. Western blot de proteínas de membrana externa de cepas antagónicas respecto a V. harveyi 
Lg16.00, enfrentadas con suero de lenguados inmunizados frente a esta cepa patógena. P. damselae 
subsp. piscicida Lg41.01 se utilizó como control negativo.  
 
 Posteriormente, se seleccionaron aquellas cepas que presentaron al menos una 
banda proteica reactiva coincidente con alguna de las cepas patógenas. 
2.4. Identificación de las cepas potencialmente probióticas  
La identificación de las cepas se realizó mediante la comparación de la 
secuencia del gen ARN 16S con la base de datos del Centro Nacional de Biotecnología 
(NCBI). Todas las cepas secuenciadas se identificaron con una homología del 99 % 
como pertenecientes al género Vibrio (Tabla 24), relacionándose la cepa 5-10-11 con 
Vibrio sp., la cepa DCF12.2 con una cepa de Vibrio proteolyticus, mientras que las 
cepas DCF12.9, DCF12.10 y PLSW5 mostraron homología con diferentes cepas de 
Vibrio alginoliticus.  
Tabla 24. Cepas identificadas con referencia de acceso a la base de datos 
NCBI. 




5-10-11 Vibrio sp 100 KU667081.1 
DCF12.2 Vibrio proteolyticus 99 KP640643.1 
DCF12.9 Vibrio alginolyticus 100 KY229850.1 
DCF12.10 Vibrio alginolyticus 99 KX108994.1 




2.5. Determinación de la inocuidad de las cepas seleccionadas y su capacidad para 
inducir la producción de anticuerpos en Solea senegalensis 
La inoculación intraperitoneal de las 5 cepas seleccionadas a los lenguados no 
produjo mortalidad transcurridos 30 días. Tras ser sacrificados para la obtención de 
muestras, no se observaron anomalías en los órganos internos de los peces y tampoco no 
se detectaron las bacterias inoculadas en ninguno de sus órganos internos. 
De los peces inoculados se obtuvo suero y se enfrentó tanto a las cepas 
ensayadas como a los patógenos estudiados para la determinación del título de 
anticuerpos. El título más elevado de anticuerpos específicos se encontró frente las 
cepas DCF12.2 y DCF12.10 (1/256.000) (Tabla 26), como también mostraron la 
mayor respuesta cruzada frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi 
Lg16.00. Por el contrario, la cepa 5-10-11 presentó la menor producción de anticuerpos 
(Tabla 26).  
Después de transcurrir 30 días desde la primera inoculación, se volvieron a 
inocular intraperitonealmente los peces con cada una de las cepas y las mismas dosis 
ensayadas. Tampoco en este caso se observó mortalidad pasados 21 días desde la 
segunda inoculación. Igualmente tampoco se observaron afecciones en los órganos 
internos de los peces. 
De estos peces también se obtuvo suero, observándose en general un aumento en 
el título de anticuerpos respecto a los peces inoculados una sola vez. En el caso de las 
bacterias DCF12.2 y DCF12.10, también se incrementó la reacción cruzada frente a P. 
damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00 (Tabla 26). Tras este ensayo, 
y debido a su menor capacidad de generación de anticuerpos, se descartó para 












Tabla 25. Resultados de ELISA obtenidos con sueros de peces inoculados una y dos veces con las cepas 
potencialmente probióticas. Los datos se expresan como dilución límite: máxima dilución de los sueros de 
peces inmunizados con valores superiores a la media de los sueros controles más el doble de su 
desviación típica. NT: no testado. 
Cepas ELISA realizado con las 
cepas inoculadas como 
antígeno 
ELISA realizado con      
P. damselae como 
antígeno 
ELISA realizado con      













5-10-11 1/1.000 1/1.000 <1/500 NT <1/500 NT 
DCF 12.2 1/256.000 1/256.000 1/2.000 1/8.000 1/16.000 1/64.000 
DCF 12.9 1/4.000 1/32.000 1/2.000 1/4.000 1/2.000 1/1.000 
DCF 12.10 1/256.000 1/256.000 1/4.000 1/4.000 1/8.000 1/16.000 
PLSW5 1/64.000 1/256.000 1/2000 1/16.000 1/4.000 1/2.000 
 
 
2.6. Detección de las proteínas de las cepas seleccionadas que generan reacción 
cruzada con las cepas patógenas 
 Mediante los ensayos de electroforesis 2D y Western blot, se detectaron 
proteínas inmunogénicas frente a sueros de las cepas patógenas en las cepas DCF12.2, 
DCF12.9, DCF12.10 y PLSW5 (Figuras 20-25). Se seleccionaron aquellas manchas 
proteicas con mayor inmunorreación y se identificaron mediante espectrometría de 
masas (Tablas 26 y 27). En el caso de los ensayos, con los sueros controles no se 
observaron proteínas reactivas. 
En el Western blot en el que se usó suero de peces inmunizados frente a            
P. damselae subsp. piscicida Lg41.01, la OMP de la cepa DCF12.2 que generó mayor 
reacción (Figura 20) se identificó con un 100% de confianza como una proteína sin 
caracterizar de Vibrio sp. (mancha 1) (Tabla 27). Por otro lado, la proteína más reactiva 
de la cepa DCF12.9 (Figura 21) se identificó con un 100 % de confianza como una 
proteína transportadora de maltosas de Vibrio alginolyticus (mancha 1). La proteína más 
inmunorreactiva de la cepa DCF12.10 (Figura 22) correspondió a una alanina 
deshidrogenasa de Vibrio alginolyticus (mancha 1). Finalmente para la cepa PLSW5 




100 % con una proteína periplásmica del sistema transportador ABC de Vibrio sp. 
(mancha 1) y una fosfatasa periplásmica de Vibrio alginolyticus (mancha 2). 
Cuando se enfrentaron los OMP de la cepa DCF12.2 con antisuero frente a       
V. harveyi Lg16.00 (Figura 24), las proteínas más reactivas fueron una proteína 
transportadora ABC de Vibrio vulnificus (mancha 1), una proteína transportadora ABC 
de Vibrio furnissii (mancha 2), una permeasa del tipo A de Vibrio fluvialis (mancha 3), 
y un transportador de tipo TAXI de Vibrio sp. (mancha 4). Todas estas proteínas se 
identificaron en la base de datos con un 100 % de confianza. 
 Cuando se enfrentaron las OMP de la cepa DCF12.9 con antisuero V. harveyi 
Lg16.00 (Figura 25), las proteínas con mayor señal se identificaron como una proteína 
transportadora ABC de Vibrio alginolyticus (mancha 1); una proteína transportadora de 
maltosas de Vibrio alginolyticus (mancha 2); proteína de membrana externa OmpA de 
Vibrio alginolyticus (mancha 3); y una proteína inmunogénica de Vibrio alginolyticus 
(mancha 4).  
  
 
Figura 20. Electroforesis 2D de proteínas de la cepa DCF12.2 (izquierda) y Western blot con sueros de 
lenguados inmunizados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 (derecha). Los círculos indican 







Figura 21. Electroforesis 2D de proteínas de la cepa DCF12.9 (izquierda) y Western blot con sueros de 
lenguados inmunizados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 (derecha). Los círculos indican 





Figura 22. Electroforesis 2D de proteínas de la cepa DCF12.10 (izquierda) y Western blot con sueros de 
lenguados inmunizados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01(derecha). Los círculos indican 






Figura 23. Electroforesis 2D de proteínas de la cepa PLSW5 (izquierda) y Western blot con sueros de 
lenguados inmunizados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 (derecha). Los círculos indican 






Figura 24. Electroforesis 2D de proteínas de la cepa DCF12.2 (izquierda) y Western blot con sueros de 
lenguados inmunizados frente a V. harveyi Lg16.00 (derecha). Los círculos indican aquellas proteínas que 






Figura 25. Electroforesis 2D de proteínas de la cepa DCF12.9 (izquierda) y Western blot con sueros de 
lenguados inmunizados frente a V. harveyi Lg16.00 (derecha). Los círculos indican aquellas proteínas que 
han dado mayor reacción en el Western blot. 
 
Tabla 26. Identificación de las proteínas más reactivas de las bacterias, DCF12.2, DCF12.9, DCF12.10 y 
PLSW5 frente a sueros de lenguados inmunizados frente P. damselae subsp. piscicida Lg41.01. Todas las 























ABC de maltosas 
Vibrio 
alginolyticus 











transductora de señales 
Vibrio sp. 28,56 5,34 
tr|A7K269|A7
K26 














Tabla 27. Identificación de las proteínas más inmunorreactivas de las bacterias DCF12.2 y DCF12.9 
frente a sueros de lenguados inmunizados frente V. harveyi Lg16.00. Todas las identificaciones se 

























71,78 5,26 gi|260770658 
3 Permeasa tipo A 
Vibrio 
fluvialis 
61,02 5,78 gi|50844280 
4 
Transportador TRAP 
de tipo TAXI 

















36,15 4,27 gi|189475074 
4 Proteína inmunogénica 
Vibrio 
alginolyticus 
34,88 7,63 gi|91228839 
 
 
2.7. Estudios complementarios de las cepas seleccionadas como potencialmente 
probióticas 
2.7.1. Determinación de la susceptibilidad de las cepas frente antibióticos 
El antibiograma realizado a las cepas seleccionadas mostró que estas fueron 
sensibles a la mayoría de los antibióticos estudiados. Las cepas DCF12.9 y PLSW5 
mostraron resistencia a los antibióticos amoxicilina y ampicilina, mientras que las cepas 
DCF12.2 y DCF12.10 no presentaron ningún tipo de resistencia a los antibióticos 









Tabla 28: Susceptibilidad de las cepas potencialmente probióticas a algunos antibióticos según el criterio 
CLSI. Entre paréntesis: diámetro del halo de inhibición (mm). S: sensible; I: intermedio; R: resistente. 
Antibióticos 
(µg/disco) 
DCF12.2 DCF12.9 DCF12.10 PLSW5 
E. coli 
25922  
Ácido nalidíxico (30) (40) S (40) S (36) S (26) S (22) 
Amoxilina (25) (20) S (0) R (14) I (0) R (16) 
Ampicilina (10) (14) I (0) R (14) I (0) R (12) 
Cloranfenicol (30) (32) S (40) S (32) S (34) S (22) 
Enrofloxacina (5) (40) S (30) S (24) S (24) S (26) 
Eritromicina (15) (20) I (24) S (16) I (20) I (8) 
Estreptomicina (25) (22) S (20) S (16) S (20) S (14) 
Gentamicina (10) (22) S (22) S (18) S (20) S (16) 
Oxitetraciclina (30) (26) S (30) S (23) S (24) S (20) 
Sulfametoxazol (25) (32) S (32) S (24) S (24) S (22) 
Tetraciclina (30) (24) S (40) S (26) S (26) S (20) 
 
2.7.2. Supervivencia en agua de mar  
Se pudo observar que todas las cepas se mantuvieron viables en agua de mar a 
22 ºC durante 5 días, no existiendo diferencias significativas (p < 0,05) en el título de 
las cepas entre los valores a tiempo inicial y final (Figura 26)  
 






























2.7.3. Supervivencia a 4 ºC 
Aunque todas las cepas se mantuvieron viables en solución salina a 4 ºC (Figura 
27), si se observó una disminución significativa de su título entre el inicio y el final del 
experimento (p < 0,05). 
 
 




2.7.4. Supervivencia a la liofilización 
Todas las cepas seleccionadas se pudieron recuperar en los medios de cultivo 
tras el proceso de liofilización. No se observaron diferencias de supervivencia entre los 
distintos procedimientos aplicados para la conservación de las cepas. 
2.7.5. Supervivencia en el pienso. 
Todas las cepas sobrevivieron en el pienso y almacenadas a -20 ºC, 4 ºC y 22 ºC, 
aunque en general mostraron una pérdida de viabilidad de varios órdenes de magnitud 
(Figuras 28-31). 
Las cepas DCF12.2 (Figura 28) y DCF12.9 (Figura 29) sufrieron un descenso 
significativo (p < 0,05) en el número de bacterias viables en todos los tratamientos, 
independientemente del uso de alginato o de la temperatura de almacenamiento. En el 
caso de la cepa DFC12.9 sí se pudo observar, a las 24 h de almacenamiento a 22 ºC, 
una mayor supervivencia en las bacterias administradas con alginato que en solución 





























de las cepas congeladas (independientemente del uso de alginato) comparada con el 
almacenamiento a 4 ºC y 22 ºC. Igualmente, en el caso de la cepa PLSW5 (Figura 31) 
existió una menor mortalidad de las cepas congeladas respecto a las almacenadas a 4 ºC 
y 22 ºC, aunque en este caso el almacenamiento sin alginato dio mejor resultado de 
viabilidad que las muestra congeladas en alginato. 
 
 
Figura 28. Supervivencia de la cepa DCF12.2 administrada en el pienso con solución salina (SS) o con 
alginato (Alg), y almacenada a distintas temperaturas (-20 ºC, 4 ºC, y 22 ºC). Valores expresados en log 
ufc/g de pienso. 
 
 
Figura 29. Supervivencia de la cepa DCF12.9 en el pienso administrada con solución salina (SS) o con 
alginato (Alg), y almacenada a distintas temperaturas (-20 ºC, 4 ºC, y 22 ºC). Valores expresados en log 





























































Figura 30. Supervivencia de la cepa DCF12.10 en el pienso administrada con solución salina (SS) o con 
alginato (Alg), y almacenada a distintas temperaturas (-20 ºC, 4 ºC, y 22 ºC). Valores expresados en log 
ufc/g de pienso. 
 
 
Figura 31. Supervivencia de la cepa PLSW5 en el pienso administrada con solución salina (SS) o con 
alginato (Alg), y almacenada a distintas temperaturas (-20 ºC, 4 ºC, y 22 ºC). Valores expresados en log 




























































2.7.6. Determinación de las actividades enzimáticas 
Todas las cepas presentaron las actividades lecitinasa, gelatinasa, caseinasa, 
amilasa y lipasa. 
 
2.7.7. Evaluación del crecimiento en diferentes pH 
Todas las cepas crecieron a las 24 h de incubación en los caldos nutritivos con 
un pH superior a 4, determinándose por la turbidez aparecida en el medio (Tabla 29). 
Tabla 29. Crecimiento de cada una de las cepas en TSB salino a 
diferentes pH. El signo positivo indica turbidez (densidad óptica 













1 - - - - 
2 - - - - 
3 - - - - 
4 - - - - 
5 + + + + 
6 + + + + 
7 + + + + 
8 + + + + 
9 + + + + 
 
2.7.8. Evaluación del desarrollo de la cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 en 
presencia de bilis y diferentes pH 
Tras el estudio de las características de las cepas seleccionadas, se seleccionó la 
cepa DCF12.2 para los futuros ensayos in vivo con lenguados, por lo que se realizaron 
ensayos in vitro de la posible viabilidad de esta cepa en el aparato digestivo de los 
peces. 
La bacteria fue tolerante a todas las concentraciones de bilis ensayadas (Figura 
32). Respecto al cultivo de la cepa a distintos pH y a diferentes tiempos, la cepa 
DCF12.2 no toleró los medios con un pH igual o inferior a 4, inhibiéndose su 
crecimiento en menos de una hora a pH 2, en dos horas a pH 3 y en tres horas a pH 4, 
mientras que a pH de 5, 6 y 7 la cepa se mantuvo viable durante las tres horas de 


































































3. Efecto de la cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 sobre el sistema 
inmunitario de lenguados y protección frente a P. damselae subsp. 
piscicida y V. harveyi 
 
3.1. Detección de anticuerpos 
Cuando se utilizó la V. proteolyticus DCF12.2 como antígeno en el ELISA, solo 
se observaron incrementos significativas de anticuerpos (p < 0,05) en el suero de los 
lenguados a los que se administró el potencial probiótico por vía intraperitoneal (Figura 
34). No se obtuvieron diferencias significativas en el título de anticuerpos respecto a los 
controles cuando el microorganismo se administró por baño o en el pienso. Cuando se 
utilizaron los patógenos como antígenos en el ELISA, en el tratamiento intraperitoneal 
se observaron reacciones cruzadas frente P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 a día 56 
(Figura 35) y frente a V. harveyi Lg16.00 los días 14 y 56 (Figura 36). 
 
 
Figura 34. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con sueros de peces tratados con              
V. proteolyticus DCF12.2, por vía intraperitoneal (IP), por baño, o mediante el pienso. Para los ELISA se 

































Figura 35. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con sueros de peces tratados con              
V. proteolyticus DCF12.2, por vía intraperitoneal (IP), por baño o mediante el pienso. Para los ELISA se 




Figura 36. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con sueros de peces tratados con              
V. proteolyticus DCF12.2, por vía intraperitoneal (IP), por baño o mediante el pienso. Para los ELISA se 
utilizó V. harveyi Lg16.00 como antígeno y los sueros a una dilución 1/500. 
 
En el mucus intestinal de los peces se detectó un aumento significativo de 
anticuerpos (p < 0,05) los días 7, 14 y 21, tanto frente al probiótico (Figura 37), como a 
P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 (Figura 38) y a V. harveyi Lg16.00 (Figura 39) 
usados como antígenos en los ELISA. El nivel de anticuerpos en el tratamiento por vía 
intraperitoneal fue significativamente superior a los controles desde el día 7 hasta el día 


























































Figura 37. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con el mucus intestinal de peces tratados 
con V. proteolyticus DCF12.2 por vía intraperitoneal (IP), por baño o mediante el pienso. Para los ELISA 




Figura 38. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con el mucus intestinal de peces tratados 
con V. proteolyticus DCF12.2 por vía intraperitoneal (IP), por baño o mediante el pienso. Para los ELISA 




























































Figura 39. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con el mucus intestinal de peces tratados 
con V. proteolyticus DCF12.2 por vía intraperitoneal (IP), por baño o mediante el pienso. Para los ELISA 
se utilizó V. harveyi Lg16.00 como antígeno. 
 
 En el mucus de la piel se detectó un aumento significativo del título de 
anticuerpos (p < 0,05) a día 56 por vía intraperitoneal respecto el control. Estos 
resultados se obtuvieron tanto para V. proteolyticus DCF12.2 (Figura 40) como para  
P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 (Figura 41) cuando estas se utilizaron como 
antígenos en el ELISA. Asimismo, cuando se analizó el título de anticuerpos frente      
P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 (Figura 41), se observó un aumento significativo 
del título de anticuerpos a día 7 en el tratamiento por baño y mediante el pienso, y a día 
56 mediante el pienso respecto el control. 
No se detectaron diferencias significativas cuando se usó V. harveyi Lg16.00 como 

































Figura 40. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con el mucus de piel de peces tratados con 
V. proteolyticus DCF12.2 por vía intraperitoneal (IP), por baño o mediante el pienso. Para los ELISA se 
utilizó la bacteria DCF12.2 como antígeno. 
 
 
Figura 41. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con el mucus de piel de peces tratados con 
V. proteolyticus DCF12.2 por vía intraperitoneal (IP), por baño o mediante el pienso. Para los ELISA se 






























































Figura 42. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con el mucus de piel de peces tratados con 
V. proteolyticus DCF12.2 por vía intraperitoneal (IP), por baño o mediante el pienso. Para los ELISA se 
utilizó V. harveyi Lg16.00 como antígeno. 
 
3.2. Expresión de genes implicados en la respuesta inmune innata 
La expresión génica se midió a los 3 días y a los 28 días de la administración del 
potencial probiótico en los lenguados (Tabla 30). 
A los 3 días, se observó un incremento significativo (p < 0,05) en la 
transcripción de los genes C3, C7, C-LYS, G-LYS, GP96, GPx, HSP70, HSP90AB, 
IL10, NKEF, NADPHox y SQSTM cuando se administró la bacteria por baño. Cuando 
el probiótico se administró a través del pienso se incrementó la expresión de los genes 
C3, C7, G-LYS, GPx, HSP90AB, IL10, NKEF y NADPHox. Mientras que cuando el 
probiótico se administró de manera intraperitoneal, se observó un incremento en la 
expresión de los genes HSP90AB, IL10, NKEF y NADPHox. 
A los 28 días de la administración del probiótico se redujo significativamente la 
expresión de los siguientes genes: C3, C7, C-LYS, G-LYS, GP96, HSP70, HSP90AB y 
NADPHox cuando el probiótico se administró en baño, mientras que se incrementó la 
expresión del gen NKEF. Con la administración del probiótico través del pienso se 
redujo la transcripción de los genes C7 y SQSTM, incrementándose la expresión de los 
genes G-LYS, GP96, NKEF y NADPHox. Por otra parte, la administración por vía 
intraperitoneal aumentó significativamente la transcripción de los genes C3, C-LYS, G-































Es llamativo el hecho, de que de todos los genes estudiados, el gen NKEF fue el que 
mayor sobreexpresión mostró tanto a 3 días como a 28 días. 
Tabla 30. Expresión de genes en el riñón cefálico de lenguados a los 3 y a los 28 días después de que se 
les administraran V. proteolyticus DCF12.2 mediante baño, a través del pienso y por vía intraperitoneal. 
Los valores de la transcripción en rojo implican una reducción significativa de la expresión respecto los 
controles, mientras que en verde indican un incremento significativo de la transcripción respecto los 





BAÑO PIENSO INTRAPERITONEAL 
3 días 
C3 10,37 ± 1,75 3,72±0,42 1,00 ± 0,11 
C7 10,06 ± 0,57 3,13±0,22 1,44 ± 0,43 
C-LYS 10,27 ± 2,35 1,98±0,94 0,48 ± 0,41 
G-LYS 11,07 ± 2,10 4,87±1,79 0,89 ± 0,26 
GP96 28,62 ± 8,58 0,70 ± 0,86 0,40 ± 0,17 
GPx 61,55 ± 16,13 5,72 ± 2,22 3,72 ± 0,40 
HSP70 10,96 ± 5,21 2,85 ± 1,61 0,71 ± 0,40 
HSP90AB 28,70 ± 9,19 27,80 ± 6,81 9,76 ± 1,64 
IL10 98,30 ± 37,29 59,26 ± 14,11 24,48 ± 0,84 
NKEF 291,50 ± 54,81 79,89 ± 30,82 14,79 ± 0,71 
NADPHox 18,91 ± 5,77 10,09 ± 1,57 2,40 ± 0,05 
SQSTM 17,33 ± 3,58 0,55 ± 0,43 0,26 ± 0,16 
28 días 
C3 0,02 ± 0,01 1,61 ± 0,26 2,31 ± 0,14 
C7 0,01 ± 0,002 0,73 ± 0,17 0,93 ± 0,34 
C-LYS 0,02 ± 0,003 1,61 ± 0,42 2,31 ± 0,13 
G-LYS 0,11 ± 0,03 1,45 ± 0,10 2,22 ± 0,31 
GP96 0,08 ± 0,03 5,80 ± 3 2,02 ± 0,66 
HSP70 0,13 ± 0,02 0,63 ± 0,18 0,64 ± 0,29 
HSP90AB 0,03 ± 0,01 1,01 ± 0,43 1,12 ± 0,02 
NKEF 65,37 ± 2,20 74,82 ± 7,22 75,44 ± 15,55 
NADPHox 0,02 ± 0,001 1,85 ± 0,26 2,59 ± 0,70 




3.3. Análisis de la microbiota de lenguados tratados con V. proteolyticus DCF12.2 
El efecto del probiótico sobre la microbiota intestinal de los peces se determinó 
mediante DGGE, secuenciando e identificando las bandas predominantes.  
3.3.1. Análisis de la microbiota intestinal de lenguados alimentados con V. 
proteolyticus DCF12.2 
La mayoría de las bacterias predominantes identificadas a partir de las bandas de 
DGGE (Figura 43) pertenecieron a la clase GammaProteobacteria, y sólo una banda se 
relacionó con otro grupo filogenético, concretamente con Candidatus Arthromitus sp. 
(clase Clostridia) (Tabla 31). 
 
Figura 43. Perfiles de DGGE obtenidos de mucus intestinal de lenguados a los que se administró la cepa 
DCF12.2 en la dieta (P). Las muestras se tomaron a los 14 y 28 días del inicio del experimento. P: patrón 
de ADN; P14 y P28: muestras de peces alimentados con la cepa DCF12.2 tomadas a los días 14 y 28 
respectivamente. C14 y C28: muestras de peces controles tomadas a los días 14 y 28 respectivamente. P: 






Tabla 31. Identificación de las bandas predominantes de DGGE en el mucus intestinal de lenguados que 
recibieron la cepa DCF12.2 a través del pienso. Las muestras se tomaron 14 y 28 días después de iniciado 
el experimento. En la tabla se expresa el porcentaje de similitud de las secuencias con la base de datos 
NCBI y su número de acceso.  








Vibrio owensii 90 JX867744.1 1 
Vibrio scophthalmi 100 HG931131.1 2 
Vibrio sp. 87 KM099166.2 3 
Vibrio azureus 97 JN848577.1 4 
Vibrio alginolyticus 98 KM985650.1 5 
Pienso 14 
Bacteria no cultivable 89 JF072475.1 6 
Vibrio alginolyticus 99 KM985650.1 7 
Vibrio sp.  89 KM099166.2 8 
Bacteria no cultivable 99 KJ197472.1 9 
Control 28 
Candidatus Arthromitus sp.  98 NR_074450.1 10 
Vibrio parahaemolyticus 
99 KJ643938.1 11 
Vibrio sp. 93 NC_016613.1 12 
Pienso 28 
Vibrio ichthyoenteri 100 KJ817452.1 13 
Vibrio sp. 90 NC_013457.1 14 
Vibrio sp. 93 NC_016613.1 15 
 
Para poder interpretar los resultados se establecieron dos agrupamientos en base 
al cálculo del índice de similitud entre las muestras. A los 14 días se observó un 
agrupamiento en torno al 35 % entre peces alimentados con la cepa DCF12.2. Esta 
similitud fue aún menor respecto a los peces controles (Figura 44), por lo que el 
probiótico no implicó cambios en la alta variabilidad de los patrones de DGGE. Este 
agrupamiento no se observó a los 28 días (Figura 45), aunque sí indujo diferencias 











Figura 44. Dendrograma basado en el análisis de similitudes de la microbiota del intestino de lenguados a 
los que se les administró el probiótico por pienso. Las muestras se tomaron a los 14 días del inicio del 
experimento. 
 
Figura 45. Dendrograma basado en el análisis de similitudes de la microbiota del intestino de lenguados a 
los que se les administró el probiótico por baño o mediante el pienso. Las muestras se tomaron a los 28 
días del inicio del experimento. 
 
En la tabla 32 se muestran los valores de habitabilidad (Rr), riqueza de especies 
(R) y diversidad (H´) calculados a partir de los patrones de bandas de DGGE. Tras 14 
días de tratamiento, la riqueza de especies aumentó significativamente en la microbiota 
de los peces que recibieron el probiótico. En el caso de habitabilidad y la diversidad, los 
valores también fueron significativamente superiores respecto a la dieta control. Por el 
contrario, a los 28 días esas diferencias desaparecen, no detectándose cambios 
significativos (p < 0,05) de los índices ecológicos entre los distintos tratamientos. 
Jaccard (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]








































Jaccard (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]



















































Tabla 32. Valores de habitabilidad (Rr), riqueza específica (R) y diversidad (H’) obtenidos tras los 
análisis de los patrones de bandas de la DGGE de intestinos de lenguados a los que se les administró la 
cepa DCF12.2 por pienso, muestreado a los 14 y 28 días. Los datos representan la media ± el error 




Tratamiento Rr R H’ 
14 
Control 2,95 ± 1,03 4,80 ± 0,84 1,2 ± 0,46 
Pienso 10,88 ± 6,5 9,00 ± 2,74 1,91 ± 0,43 
28 
Control 13,3 ± 8,69 9,60 ± 4,22 1,99 ± 0,59 
Pienso 4,58 ± 4,28 5,40 ± 2,88 1,52 ± 0,49 
 
3.3.2. Análisis de la microbiota de la piel de lenguados tratados por baño con V. 
proteolyticus DCF12.2. 
Los patrones de DGGE que corresponden a la microbiota de la piel de los 
lenguados a los que se les administró el probiótico son representados en la Figura 46. 
Según los datos de la secuenciación de las bandas predominantes de DGGE, todas las 
bacterias pertenecieron a la clase GammaProteobacteria (Tabla 33). Tras 56 días de 
tratamiento, no se pudo establecer un patrón de similitud entre los peces que recibieron 





Figura 46. Perfiles de DGGE obtenidos de las muestras de mucus de piel de lenguado a los que se 
administró la cepa DCF12.2 por baño (B) a 0, 1, 2, 3, 7, 14 y 56 días. P: patrón de ADN. *Vibrio 
proteolyticus DCF12.2. Los cuadros señalan las bandas seleccionadas para su secuenciación. 
 
 
Figura 47. Dendrograma basado en el análisis de similitudes de las muestras de mucus de piel de 
lenguado a los que se administró el probiótico DCF12.2 por baño (B) a 0, 1, 2, 3, 7, 14 y 56 días. 
Jaccard (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]












































































Tabla 33. Identificación de las bandas de DGGE en el mucus de piel de lenguados que recibieron la cepa 
DCF12.2 por baño. Las muestras se tomaron a 0, 1, 2, 3, 7, 14 y 56 días después de iniciado el 
experimento. En la tabla se expresa el porcentaje de similitud de las secuencias con la base de datos NCBI 
y su número de acceso.  








Vibrio parahaemolyticus 99 KP219420.1 1 
Vibrio proteolyticus 99 KP640642.1 2 
Baño  1 
Vibrio parahaemolyticus 99 KP219420.1 3 
Vibrio proteolyticus 100 KP640642.1 4 
Vibrio rotiferianus 98 GQ454992.1 5 
Control  2 
Vibrio parahaemolyticus 100 KP219420.1 6 
Vibrio harveyi 100 KM881533.1 7 
Baño 2 Vibrio parahaemolyticus 90 KP219420.1 8 
Control 3 Vibrio parahaemolyticus 99 JF779831.1 9 
Baño 3 
Vibrio parahaemolyticus 96 KP219420.1 10 
Vibrio proteolyticus 93 KP640642.1 11 
Control  7 
Vibrio rotiferianus 97 HQ449975.1 12 
Pseudoalteromonas 93 FN295826.2 13 
Baño 7 Vibrio proteolyticus 100 KP640642.1 14 
Control 14 Vibrio vulnificus 99 NC_004460.2 15 
Baño 14 
Bacteria marina no 
cultivable 
82 GU235273.1 16 
Vibrio sp. no cultivable 97 KJ197733.1 17 
Control 56 Shewanella sp. no 
cultivable 
98 KF722216.1 18 
Baño 56 
Vibrio navarrensis 95 KJ807111.1 19 













Tabla 34. Valores de habitabilidad (Rr), riqueza específica (R) y diversidad (H’) obtenidos tras los análisis 
de los patrones de bandas de la DGGE de mucus de piel de lenguados a los que se les administró la cepa 
DCF12.2 por baño. Las muestras se tomaron a 0, 1, 2, 3, 7, 14 y 56 días. 
Día de 
muestreo 
Tratamiento Rr R H’ 
0 Control 4,5 6 1,71 
1 Control 3,13 5 1, 47 
1 Baño 6,13 7 1,88 
2 Control 12,5 10 2,25 
2 Baño 4,5 6 1,71 
2 Pienso 4,5 6 1,76 
3 Control 8 8 1,86 
3 Baño 10,3 9 2,03 
7 Control 12,5 10 2,28 
7 Baño 21,13 13 2,44 
14 Control 3,13 5 1,52 
14 Baño 3,13 5 1,43 
56 Control 1,13 4 1,10 
56 Baño 2 4 1,35 
 
 
3.4. Determinación de la supervivencia de peces administrados con  probiótico e 
infectados con P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi 
En la Tabla 35, se puede observar que la infección experimental con                  
P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 produjo una mortalidad del 100 % de los 
controles. Los peces que recibieron por baño el microorganismo propuesto como 
probiótico tuvieron una mortalidad del 60 %, mientras los peces que recibieron V. 
proteolyticus DCF12.2 a través del pienso o por vía intraperitoneal mostraron una 
mortalidad del      70 %. Este porcentaje de mortalidad generó un porcentaje relativo de 
supervivencia (RPS) del 40 % cuando se administró por baño, y un 30 % cuando el 
probiótico se administró por vía intraperitoneal o por el pienso. 
Tras la infección experimental con V. harveyi Lg16.00, los resultados resumidos 
en la Tabla 36 mostraron que los controles sufrieron una mortalidad del 60 %. En el 
caso de los lenguados que recibieron la cepa DCF12.2 por baño o por pienso, se obtuvo 
una mortalidad del 70 %, no observándose protección. Sin embargo los peces 
inoculados vía i.p. con el probiótico sufrieron una mortalidad del 20 %, lo que supuso 





Tabla 35. Porcentaje de mortalidad en peces inoculados por vía intraperitoneal con P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01 en peces controles, y peces a los que se administró el probiótico DCF12.2 por baño, en 
el pienso o por vía intraperitoneal, así como el porcentaje relativo de supervivencia (RPS).  
 




Control 10 0 100  
Baño 6 4 60 40 
Pienso 7 3 70 30 
IP 7 3 70 30 
 
 
Tabla 36. Porcentaje de mortalidad en peces inoculados por vía intraperitoneal con V. harveyi Lg16.00 en 
peces controles, y peces a los que se administró el probiótico DCF12.2 por baño, en el pienso o por vía 
intraperitoneal, así como el porcentaje relativo de supervivencia (RPS). 




Control 6 4 60  
Baño 7 3 70 - 
Pienso 7 3 70 - 
IP 2 8 20 67 
 
 
4. Empleo combinado de la cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 y de una 
vacuna bivalente frente P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi  
 
4.1. Determinación de anticuerpos en el suero y mucus de los peces 
El título de anticuerpos se realizó mediante ELISA, utilizando como antígenos 
tanto la cepa DCF12.2 como los patógenos ensayados. 
El título de anticuerpos solo aumentó de manera significativa (p < 0,05) en el 
suero de los peces tratados con V. proteolyticus DCF12.2 cuando se usó como antígeno 
la propia cepa. En los demás casos no se observaron diferencias entre peces controles y 




título de anticuerpos cuando se utilizaron como antígenos P. damselae subsp. piscicida 
Lg41.01 (Figura 49) o V. harveyi Lg16.00 (Figura 50). 
 
 
Figura 48. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con sueros de peces tratados con               
V. proteolyticus DCF12.2 por baño, peces vacunados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y           
V. harveyi Lg16.00, y peces vacunados a los que se les administró el probiótico. Para los ELISA se utilizó 




Figura 49. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con sueros de peces tratados con                    
V. proteolyticus DCF12.2 por baño, peces vacunados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y             
V. harveyi Lg16.00, y peces vacunados a los que se les administró el probiótico. Para los ELISA se utilizó 




































































Figura 50. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA con sueros de peces tratados con               
V. proteolyticus DCF12.2 por baño, peces vacunados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y      
V. harveyi Lg16.00, y peces vacunados a los que se les administró el probiótico. Para los ELISA se utilizó 
la bacteria V. harveyi Lg16.00 como antígeno y los sueros a una dilución 1/500. 
 
  En el mucus de la piel de los peces vacunados se detectó diferencias 
significativas en el título de anticuerpos (p < 0,05) a día 15 cuando se utilizó la cepa 
DCF12.2 como antígeno en el ELISA (Figura 52). Además se detectó un aumento 
significativo del título de anticuerpos (p < 0,05) a día 52 en los peces que recibieron la 
vacuna y se usó P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 (Figura 53) o V. harveyi 





































Figura 52. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA de mucus de piel de peces tratados con     
V. proteolyticus DCF12.2 por baño, peces vacunados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y       
V. harveyi Lg16.00, y peces vacunados con la vacuna bivalente a los que se les administró el probiótico. 




Figura 53. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA de mucus de piel de peces tratados con     
V. proteolyticus DCF12.2 por baño, peces vacunados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y     
V. harveyi Lg16.00, y peces vacunados con la vacuna bivalente a los que se les administró el probiótico. 





























































Figura 54. Valores de absorbancia obtenidos mediante ELISA de mucus de piel de peces tratados con     
V. proteolyticus DCF12.2 por baño, peces vacunados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y      
V. harveyi Lg16.00, y peces vacunados con la vacuna bivalente a los que se les administró el probiótico. 
Para los ELISA se utilizó la bacteria V. harveyi Lg16.00 como antígeno. 
  
 
4.2. Análisis de la microbiota de la piel 
 Tras realizar el análisis por DGGE del mucus de piel de los lenguados a 15, 30 y 
52 días del comienzo del experimento, se identificó cierta uniformidad en el número de 
bandas de cada calle, con una media de seis bandas predominantes en todas las 
muestras. Sin embargo, existieron diferencias con respecto a la posición de algunas de 
las bandas en los peces que recibieron el probiótico a los 15 días y los peces vacunados 

































Figura 55. Perfiles de DGGE obtenidos de las muestras de mucus de piel de lenguados tratados con       
V. proteolyticus DCF12.2 por baño (B), peces vacunados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y 
V. harveyi Lg16.00 (V) y peces vacunados a los que se les administró el probiótico (VP). Los números 0, 
15, 30, y 52 indican el día de muestreo. El patrón (P) se muestra en el margen izquierdo. El asterisco 
muestra la calle correspondiente a V. proteolyticus DFC12.2. 
 
En el dendrograma originado por el cálculo de los índices de similitud entre las 
muestras, pudieron observarse diferencias en la composición de la microbiota entre 
peces vacunados y controles a día 15, teniendo el 80 % de los individuos vacunados una 
similitud del 40 % entre sí (Figura 56), aunque esta similitud se perdió a día 30 (Figura 
57). Por otra parte se vieron diferencias a día 52 entre los peces vacunados 
(independientemente del tratamiento posterior) y los no vacunados (ya fueran controles 





Figura 56. Dendrograma basado en el análisis de similitudes entre la microbiota de la piel de peces 
controles y peces vacunados con una vacuna frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi 
Lg16.00. El muestreo se realizó a los 15 días del inicio del experimento. 
 
 
Figura 57. Dendrograma basado en el análisis de similitudes entre la microbiota de la piel de peces 
controles y peces vacunados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00. El 
muestreo se realizó a los 30 días del inicio del experimento. 
 
Jaccard (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]






















































Jaccard (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]












































Figura 58. Dendrograma basado en el análisis de similitudes entre la microbiota de la piel de peces 
controles, peces vacunados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00, peces 
tratados con V. proteolyticus DCF12.2 por baño (Probiótico), y peces vacunados a los que se les 
administró el probiótico (Vacunado+Probiótico). El muestreo se realizó a los 52 días del inicio del 
experimento. 
 
Para determinar la estructura de la comunidad microbiana correspondiente a los 
patrones de bandas, se calcularon los índices ecológicos de habitabilidad, riqueza 
específica y diversidad, no observándose diferencias significativas de los parámetros 





Jaccard (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]





























































Tabla 37. Valores de habitabilidad (Rr), riqueza específica (R) y diversidad (H’) obtenidos tras los 
análisis de los patrones de bandas de la DGGE de mucus de piel de peces tratados con V. proteolyticus 
DCF12.2 por baño, peces vacunados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00, 
y peces vacunados a los que se les administró el probiótico. Los datos representan la media ± el error 
estándar. 









3,88 ± 1,87 5,40±1,52 1,54±0,30 
Vacunado 
 





10,3 ± 8,86 8,40±3,85 1,89±0,46 
Vacunado 
 




4,05 ± 4,64 4,80±3,42 1,30±0,68 
Vacunado  
 
2,65 ± 1,73 4,40±1,52 1,40±0,37 
Probiótico  
 
1,68 ± 1,60 3,40±1,52 1,11±0,37 
Vacunado + 
Probiótico 
3,38 ± 1,99 5,00±1,58 1,50±0,36 
 
 
4.3. Infecciones experimentales con los patógenos y determinación del grado de 
protección de los tratamientos 
Los porcentajes de mortalidad y RPS de los peces infectados con P. damselae 
subsp. piscicida Lg41.01 o V. harveyi Lg16.00 se muestran en las Tablas 38 y 39. 
La infección experimental con P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 generó una 
mortalidad del 100 % de los controles, mientras que la mortalidad de los peces 
vacunados fue del 70 % y los que recibieron únicamente el probiótico tuvieron una 
mortalidad del 90 %. Sin embargo los peces que recibieron la combinación vacuna-
probiótico tuvieron una mortalidad del 60 %. Estos datos de mortalidad se tradujeron en 
valores de RPS del 10 % en peces que recibieron el probiótico como único tratamiento, 
del 30 % en peces vacunados y del 40% en peces tratados con la combinación vacuna-
probióticos (Tabla 38). 
En el caso de los peces infectados con V. harveyi Lg16.00, los peces controles 
tuvieron una mortalidad del 100 %, mientras que los peces que recibieron el probiótico 
y/o la vacuna bivalente sufrieron una mortalidad del 50 %. Por tanto, los peces 





Tabla 38. Porcentaje de mortalidad producido por P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 en peces 
controles, peces tratados con V. proteolyticus DCF12.2, peces vacunados frente a P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00, y peces vacunados a los que se les administró el probiótico. 
RPS: porcentaje relativo de supervivencia. 





Control 10 0 100  
Probiótico 9 1 90 10 
Vacunado 7 3 70 30 
Vacunado + Probiótico 6 4 60 40 
 
 
Tabla 39. Porcentaje de mortalidad producido por V. harveyi Lg16.00 en peces controles, peces tratados 
con V. proteolyticus DCF12.2, peces vacunados frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y             
V. harveyi Lg16.00, y peces vacunados a los que se les administró el probiótico. RPS: porcentaje relativo 
de supervivencia. 





Control 10 0 100  
Probiótico 5 5 50 50 
Vacunado 5 5 50 50 





















1. Obtención de anticuerpos de Solea senegalensis frente a P. damselae 
subsp. piscicida y V. harveyi e identificación de las proteínas más 
inmunogénicas 
 
 Obtención de anticuerpos frente a P. damselae subsp. piscicida e  
 identificación de las proteínas más inmunogénicas 
Cuando se inocularon los peces con bacterina y ECP de P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01, en los peces sometidos a una dosis no se observaron diferencias 
significativas en la producción de anticuerpos específicos respecto el control, mientras 
que en los peces reinoculados presentaron un título significativo de anticuerpos tanto 
para la bacteriana como para los ECP. 
La inmunización de los peces con bacterina y ECP se encuentra justificada al 
existir respuesta inmune frente a los ECP, tal como apoyan otros estudios (Bakopoulos 
et al., 2003; Arijo et al., 2005b; Ho et al., 2011). 
Las diferencias entre los resultados obtenidos con la primera y la segunda 
inmunización pueden estar condicionadas por el uso de adyuvante de Freund en la 
segunda inoculación (Firdaus-Nawi et al., 2013; Tafalla et al., 2013). Los adyuvantes 
aumentan el tiempo de exposición del antígeno en el individuo, al liberar el antígeno de 
forma lenta y continua. Otra función del adyuvante es la de transportar antígenos 
solubles que no suelen ser reconocidos por el sistema inmune (Fodey et al., 2008).  
Para la identificación de las proteínas más reactivas se utilizaron los sueros de 
los peces inoculados por segunda vez, ya que estos fueron los que dieron mejor 
producción de anticuerpos específicos. El análisis se realizó inicialmente mediante un 
Western blot a partir de un SDS-PAGE, detectándose varias bandas reactivas con los 
sueros de los peces inmunizados. Sin embargo esta técnica no permite separar de forma 
adecuada las proteínas para su posterior secuenciación e identificación, ya que proteínas 
distintas pueden compartir el mismo peso molecular (Beranova-Giorgianni, 2003; Eubel 
et al., 2005). Por este motivo se optó por realizar los Western blot a partir de 
electroforesis bidimensionales, donde se separaron las proteínas tanto por su peso 
molecular como por su punto isoeléctrico (Cordero et al., 2016; Shiu et al., 2017; 




 Cuando se realizaron los Western blot a partir de geles 2D, se detectaron menos 
proteínas reactivas que las observadas en geles de una dimensión. Esto puede ser debido 
a que, al aumentar la superficie de electroforesis en la 2D, se produce una dispersión de 
las proteínas, disminuyendo su concentración, y por tanto disminuyendo su señal.  
El análisis con Western blot 2D mostró la existencia de dos proteínas altamente 
reactivas en los ECP de P. damselae subsp. piscicida Lg41.01, mientras que el los 
Western blot 2D a partir de OMP se detectaron tres proteínas altamente reactivas.  
En los ECP se identificaron una metaloproteasa dependiente de ATP y una 
proteína que confiere resistencia al telurito, ambas con un papel relevante en la 
virulencia y en la resistencia antimicrobiana (Taylor, 1999; Haag et al., 2007; Zhou et 
al., 2009). Las proteasas dependientes de ATP son las proteasas catalíticas más diversas 
y juegan un papel muy importante como proteínas reguladoras tanto en procariotas 
como en eucariotas (Langer, 2000), rompen proteínas transmembranales y activan 
factores de patogenicidad mediante ATP extracelular (Haag et al. 2007; Imamura, 2009; 
Zhou et al., 2009; Defoirdt, 2014). Respecto a la proteína resistente a telurito, su 
principal función es proteger contra las defensas del hospedador, interactuando contra 
las sustancias tóxicas producidas por macrófagos u otras defensas celulares (Taylor, 
1999; Passet y Brisse, 2015).  
Dos de las proteínas más inmunogénicas que se hallaron en las OMP de            
P. damselae subsp. piscicida Lg41.01, fueron una citocromo c nitrito reductasa (Nrfa) y 
unas peroxidoxinas, moléculas muy importantes para evadir la respuesta oxidativa del 
sistema inmunitario del hospedador. La proteína nitrito reductasa disminuye el impacto 
del óxido nítrico generado por la respuesta inmune, reduciendo el óxido nitroso a óxido 
nítrico de forma independiente a la presencia de oxígeno (Cross, 2001; Richardson, 
2006; Vázquez-Torres y Bäumler, 2016). La familia de las peroxidoxinas, formada por 
proteínas como la alquil hidroperóxido reductasa C (AhpC) y la proteína antioxidante 
específica de tiol (Tsa), protegen al patógeno frente especies reactivas de oxígeno 
generadas por la reducción del oxígeno hacia agua (McGonigle, 1998; Kaihami et al., 
2014). Finalmente, la OMP-3 coincidió con una proteína con dominio de unión a ADN 
que confiere resistencia al estrés relacionado con el frío, aunque no se posee hasta la 
fecha demasiada información sobre la importancia inmunológica de esta proteína (Zhu 




La identificación realizada por Mascot se hizo en base a la secuencia de 
aminoácidos, coincidiendo la identificación en un 100% en todos casos. Sin embargo el 
peso molecular de las proteínas aisladas del gel no coincidió con el peso molecular de la 
proteína identificada por Mascot. Esta falta de correlación se puede deber a la falta de 
información en bases de datos de proteínas sobre animales cultivados y sus patógenos 
(Soares et al., 2012), o a la ruptura de las proteínas durante su obtención, en el proceso 
de desnaturalización o en la posterior electroforesis (Dunbar et al., 1990; Mahmood y 
Yang, 2012).  
 
Obtención de anticuerpos frente a V. harveyi e identificación de sus 
proteínas más inmunogénicas 
La inmunización con bacterina y ECP de V. harveyi Lg16.00, provocó un 
aumento significativo en el título de anticuerpos en el pez. Este resultado está en 
concordancia con otros estudios similares, como el realizado en trucha arco iris 
(Oncorhynchus mykiss) inmunizada frente a V. harveyi Lg16.00 (Arijo et al. 2008). El 
título de anticuerpos en los sueros de peces que fueron reinoculados con V. harveyi 
Lg16.00 solo aumentó un orden de dilución respecto a los peces inmunizados una sola 
vez. Este resultado puede ser explicado por el uso de adyuvante incompleto de Freund 
desde la primera inmunización. El adyuvante permite la liberación lenta del antígeno, 
por lo que la estimulación del sistema inmune se alarga en el tiempo, pero cuando se 
realiza la segunda inoculación estos peces siguen teniendo antígenos de la primera 
inmunización (Fodey et al., 2008). 
 La electroforesis con las fracciones proteicas de V. harveyi Lg16.00 presentó un 
patrón de bandas similar tanto en la fracción de las OMP como en la fracción de los 
ECP. Este resultado pudo ser debido a la presencia de proteínas comunes en ambas 
preparaciones de proteínas, tal como detectaron Zeng et al. (2015) en una preparación 
de vacunas frente Leptopospira interrogans. 
Asimismo se llevó a cabo la identificación de las proteínas de V. harveyi 
Lg16.00 que dieron más reacción en el Western blot a partir de electroforesis 
bidimensional. En total se identificaron 5 proteínas reactivas en los ECP, mientras que 




La mancha proteíca 1 de ECP se identificó como una maltoporina. Las 
maltoporinas facilitan la translocación de maltodextrinas a través de la membrana 
externa de las bacterias Gram negativas, y son indispensables para la difusión de 
grandes moléculas como maltooligosacaridos (Oldham et al., 2013). El conocimiento 
sobre el papel inmunogénico de las maltoporinas en V. harveyi es escaso, aunque se 
conoce el carácter inmunogénico de estas regiones en algunas bacterias. Por ejemplo, 
Lång et al. (2000) propusieron la utilización de vacunas enriquecidas en maltoporinas 
para el desarrollo de una vacuna frente Vibrio cholerae. La utilización de maltoporina 
en una vacuna frente V. harveyi puede estar justificada si consideramos que esta 
proteína inoculada en ciprínidos confirió protección frente Aeromonas hydrophila y 
Edwardsiella tarda (Khushiramani et al., 2012). La mancha 2 de ECP es homóloga a 
una fosfohidrolasa dependiente de metal, que juega un papel importante en las fases de 
infección de algunos microorganismos. Así, Kaito et al. (2005) demostraron que los 
mutantes de Staphylococcus aureus en proteínas con estos motivos mostraron una 
menor producción de hemolisina y ADNasa respecto a la cepa sin mutación. Las 
manchas 3 y 4 de ECP se identificaron como isoformas de porinas de V. harveyi. Las 
porinas forman canales formados por pequeñas moléculas hidrofílicas y están 
relacionadas en el transporte de nutrientes, antibióticos y otros moduladores. Además, 
las porinas forman parte de componentes inmunogénicos relevantes en vibrionáceas 
(Chakrabarti et al., 1996; Pang et al., 2010). Finalmente, la mancha 5 fue homóloga a 
una proteína de división celular FtsH, una peptidasa esencial en la adaptación a la 
respuesta por estrés (Langklotz et al., 2012). Aunque es necesario aumentar el 
conocimiento sobre como las proteasas contribuyen a la patogénesis, se ha dilucidado 
que la proteasa FtsH es una diana importante para el diseño de una terapia 
antimicrobiana hacia su dominio extracelular. Se ha comprobado que la síntesis del 
lipopolisacárido, esencial para las bacterias Gram negativas, se debe a la proteína FtsH 
(Brötz-Oesterhelt et al., 2005; Le Loir et al., 2005; Rodríguez-Ortega et al., 2006; 
Böttcher y Sieber, 2008; Ingmer y Brøndsted, 2009; Langklotz et al., 2011). Aunque 
estas proteínas se encuentran localizadas en la membrana celular, tienen un dominio 
extracelular; por tanto, su detección como proteína extracelular en V. harveyi Lg16.00 
se puede deber a contaminación con células lisadas en el método de extracción de los 




En relación con las OMP de V. harveyi Lg16.00 secuenciados, la mancha 1 de 
OMP fue identificada como una proteína 3-hidroxi-isobutirato deshidrogenasa. Esta 
proteína se encarga de oxidar la molécula 3-hidroxi-isobutirato a metilmalonato-
semialdehído (Titball y Petrosino, 2007). Además esta proteína está relacionada con el 
transporte lipídico. Sin embargo, su papel en la virulencia y en la activación del sistema 
inmune del pez no se encuentra todavía definido. La mancha 2 de OMP se identificó 
como la proteína fosfatasa ácida. La actividad de la fosfatasa ácida ha sido descrita en 
varias vibrionáceas (Ridgway et al., 2008; Hidalgo et al., 2009; Soto-Rodriguez et al., 
2012; Khouadja et al., 2017). El papel de la fosfatasa ácida como factor de virulencia en 
las bacterias es poco conocido, aunque ha sido demostrado su papel en la proliferación 
celular (Saha et al.,1985), bloqueando las producción de especies reactivas de oxígeno 
por parte de neutrófilos, y así contribuye a su patogenicidad (Small et al 2007).  
La existencia de anticuerpos específicos para estas proteínas no implica que 
dichas proteínas sean las más idóneas para inmunizar y proteger a los peces frente a las 
infecciones. Pueden existir proteínas que, por su pequeña cantidad en las muestras, no 
produzcan una fuerte reacción en los Western blot, y sin embargo sus anticuerpos sí 
sean útiles para opsonizar o inactivar a las bacterias patógenas (Mahmood, y Yang, 
2012). Por otra parte en las bacterias también existen fracciones no proteicas que son 
inmunogénicas, como la fracción del lipopolisacárido, que debido a su origen no 
proteico no puede ser visualizado en una electroforesis. Estos componentes bacterianos 
también deben ser tomados en cuenta a la hora de conocer cómo actúa el sistema 
inmune específico sobre las bacterias. 
 
 
2. Selección y caracterización de probióticos potenciales con similitud 
antigénica y capacidad antagónica frente a P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.00 y V. harveyi Lg16.00 
 
 En el segundo capítulo se identificaron y se caracterizaron cepas bacterianas cuya 
característica principal era poseer antígenos comunes frente a P. damselae subsp. 
piscicida y V. harveyi. En un primer paso de la selección se utilizó la técnica de dot blot 




patógenos estudiados. La técnica de dot blot se utiliza de manera rutinaria, sin perder 
especificidad y sensibilidad, para la detección de anticuerpos (Wang y Zhan, 2006; 
Longyant et al., 2008), y se ha mejorado en vibrionáceas (Qadri et al., 1994). 
Aunque la técnica es eminentemente cualitativa, en este trabajo se aplicó un 
método semi-cuantitativo consistente en la medida de la intensidad de señal con un 
escáner y un programa de análisis de imagen. Esto ha permitido discernir entre 
resultados leves (semejantes a los resultados negativos) y resultados claramente 
positivos (muy parecido a los valores de reacción del control positivo), al medir la 
intensidad media de cada cepa y posteriormente relativizar el valor de cada cepa con su 
correspondiente control positivo. Como criterio de cribado se eligieron aquellas cepas 
que presentaban una intensidad media semejante o superior a un 75 % respecto el 
control positivo. Este límite se estableció subjetivamente para limitar el número de 
cepas a ensayar. La medida de intensidad de señal mediante análisis de imagen supone 
una nueva aplicación del dot blot que facilita el trabajo de selección de grandes 
cantidades de antígenos. 
Así, de las 718 cepas analizadas, se seleccionaron 138 cepas. Con estas cepas se 
realizaron ensayos conducentes a conocer su capacidad de inhibición del crecimiento de 
los patógenos. La inhibición del crecimiento entre bacterias es un fenómeno común en 
la naturaleza, y que suele ser una de las primeras características que se determinan en la 
selección de un probiótico (Arevik et al., 2015). Para su detección se utilizó la técnica 
de inhibición en placa, ya que es rápida y económica, facilitando el procesamiento de 
una gran cantidad de cepas bacterianas (Saint-Cyr et al., 2016).  
De las 138 cepas utilizadas en los ensayos de inhibición, se detectaron 7 cepas 
que inhibían el crecimiento de P. damselae subsp. piscicida Lg41.01, 7 cepas que 
inhibían el crecimiento de V. harveyi Lg16.00 y 2 cepas que inhibían el crecimiento de 
ambos patógenos. Esta capacidad inhibitoria que producen las cepas probióticas está 
asociada a diferentes factores como puede ser la producción de bacteriocinas, peróxido 
de hidrógeno, proteasas, ácidos grasos de cadena corta (Verschuere et al., 2000) y la 
acidificación del medio (Fernández et al., 2013). 
A priori, la selección de cepas bacterianas por inhibición de crecimiento del 
patógeno, es uno de los métodos más rápidos de preselección masiva de probióticos. 
Indudablemente puede que existan bacterias que se hayan descartado y presenten otras 




una primera selección de cepas. No era la finalidad de este trabajo adentrarse en el tipo 
de sustancias antibacterianas que producen las cepas probióticas preseleccionadas 
(bacteriocinas, ácidos orgánicos…), aunque sería interesante iniciar su estudio detallado 
en posteriores trabajos. Por otra parte, el hecho de que una bacteria inhiba el 
crecimiento de patógenos in vitro no implica que tenga un efecto beneficioso en el 
hospedador, por lo que se hace necesaria una evaluación de la bacteria in vivo. 
Finalmente, para confirmar que las cepas preseleccionadas tenían antígenos 
comunes con los patógenos, se realizaron Western blots de las proteínas de membrana. 
Para comprobar la existencia de antígenos comunes, se eligió la fracción de las OMP 
porque son componentes bacterianos altamente inmunogénicos, debido a que tienen 
epítopos expuestos en la superficie celular. La homología entre las OMP explicaría las 
reacciones cruzadas entre bacterias Gram negativas (Xu, C. et al., 2005; Lun et al., 
2014). 
Los probióticos potenciales seleccionados pertenecieron al género Vibrio, y más 
concretamente, DCF12.9, DCF12.10 y PLSW5 se identificaron como V. alginolyticus. 
A pesar de ser una especie con cepas patógenas sobre todo en crustáceos (Lee, K. K. et 
al., 1996), se han identificado cepas probióticas de V. alginolyticus (Gatesoupe, 1990; 
Austin et al., 1995; Zherdmant et al., 1997; Verschuere et al., 2000; Balcázar et al., 
2007b). Por ejemplo Austin et al., (1995) aumentaron la supervivencia del salmón 
(Salmo salar) frente Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum y Vibrio ordalii 
mediante el uso de una cepa probiótica de V. alginolyticus. Del mismo modo Zherdmant 
et al., (1997) utilizaron V. alginolyticus en larvas de moluscos acuáticos debido a su 
efecto inhibitorio sobre V. harveyi. En el caso de la cepa DCF12.2, ésta se identificó 
como V. proteolyticus. Aunque se ha descrito una cepa patógena de V. proteolyticus 
frente a Artemia spp. (Verschuere et al., 2000), Schrijver y Ollevier (2000) describieron 
el uso probiótico de V. proteolyticus para mejorar la digestión proteíca en el rodaballo 
(Scophthalmus maximus). 
Uno de los principales criterios para confirmar la seguridad de los probióticos en 
sanidad animal es la ausencia de patogenicidad, en base a los criterios de Aly et al. 
(2008). Todas las cepas seleccionadas para estos ensayos se pueden considerar no 
patógenas para el lenguado, debido a que no murió ningún pez con una dosis elevada 
del probiótico por vía intraperitoneal, A pesar de haberse demostrado la inocuidad en 




especies, por lo que se necesitarán estudios complementarios ensayando las cepas con 
otras especies acuáticas del mismo entorno donde se vayan a administrarse (Austin et 
al., 1995; Gatesoupe, 2005; Zhou y Wang, 2012; Pandiyan et al., 2013). 
Otra de las pruebas realizadas consistió en ver la capacidad de las cepas 
seleccionadas de inducir la producción de anticuerpos, y si estos daban reacción cruzada 
con los antígenos de los patógenos ensayados. Las cepas DCF12.2, DCF12.10 y 
PLSW5 indujeron la producción de anticuerpos en el lenguado tras a los 30 días de la 
inoculación por vía intraperitoneal. Otros autores también han estudiado la capacidad de 
producción de anticuerpos por parte de los probióticos (Al‐Dohail et al., 2009; Sun, Y. 
Z. et al., 2010; Korkea‐aho et al., 2011; Giri et al., 2013), viéndose que esta producción 
de anticuerpos puede generar protección en el pez (Bricknell et al., 1999; Nayak et al., 
2007; LaPatra et al., 2014). La detección de anticuerpos que reconocieron los antígenos 
de P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00 pudo deberse a las 
reacciones cruzadas de los anticuerpos inducidos por los probióticos y las cepas 
patógenas (Nayak et al., 2007; Wang, J. T. et al., 2013; LaPatra et al., 2014). 
Una vez detectada la reacción cruzada entre potenciales probióticos y los 
patógenos ensayados, se determinó qué proteínas podrían estar relacionadas con esa 
reacción cruzada. Para ello se realizaron Western blots con proteínas de las cepas 
ensayadas, cruzando nuevamente los sueros de peces inmunizados con los antígenos de 
los patógenos. 
Cuando se utilizó sueros de peces inmunizados frente a P. damselae subsp. 
piscicida se observó que una proteína transportadora de maltosas de la membrana 
externa de la cepa DCF12.9 dió una mayor reacción. Este tipo de proteínas actúa como 
transportador de moléculas relacionadas con la patogénesis, como proteasas (Davidson 
y Chen, 2004). Por esta razón se han diseñado vacunas que actúan contra moléculas de 
este tipo (Tanabe y Grenier, 2009). La proteína que generó una reacción más intensa en 
la cepa DCF12.10 fue una alanina deshidrogenasa. La alanina deshidrogenasa es una 
enzima que interviene en el metabolismo de los aminoácidos y tiene importancia 
antigénica en ciertos patógenos como Mycobacterium tuberbulosis (Saxena et al., 2015) 
Las proteínas más reactivas de la cepa PLSW5 fueron una proteína transportadora ABC 
transductora de señales y una fosfatasa periplásmica. La proteína transportadora ABC 
transductora de señales se ha detectado en bacterias del género Vibrio en respuesta a 




periplásmica es esencial en la configuración del lipopolisacárido bacteriano, tal como 
comprobaron Wang et al. (2007) en mutantes de Francisella tularensis.  
Al enfrentar los sueros de peces inmunizados frente a V. harveyi con los OMP de 
la bacteria DCF12.2, las proteínas más inmunorreactivas que se identificaron fueron 
unas proteínas transportadoras ABC, una permeasa del tipo A, y una proteína 
transportadora de tipo TAXI. Las proteínas transportadoras ABC son proteínas 
especializadas en el transporte activo de diversas sustancias, como bacteriocinas, a 
través de la membrana celular mediante la hidrólisis de ATP. Además tienen un papel 
importante en diversas rutas de biosíntesis de moléculas, como polisacáridos 
extracelulares (Davidson et al., 2008). Estas proteínas son unas de las más 
inmunogénicas entre las proteínas de membrana, y se han usado como vacunas 
recombinantes (Zou et al., 2011) y como diana de antimicrobianos (Garmory y Titball, 
2004). Las proteínas transportadoras tipo TAXI también son encargadas del transporte 
activo de sustancias en procariotas pero de manera independiente al ATP (Mulligan et 
al., 2011) y también se ha comprobado que tienen otras funciones, como configurar el 
lipopolisacarido de ciertas bacterias (Jenkins et al., 2010), o favorecer su colonización 
intestinal (Plumbridge y Vimr, 1999). Las proteínas más reactivas de la cepa DCF12.9 
fueron una proteína transportadora ABC, una proteína transportadora ABC de maltosas, 
la proteína de membrana externa OmpA y una proteína inmunogénica sin caracterizar. 
Numerosas porinas de membrana externa son de tipo OmpA (Wang, Y., 2002) y su 
función está ampliamente documentada en Enterobacteriaceae (Maiti et al., 2011). 
Estas proteínas se han considerado candidatas para el desarrollo de vacunas (Confer y 
Ayalew, 2013). Por ejemplo, se ha comprobado que una vacuna recombinante con 
proteínas de Flavobacterium psychrophilum es capaz de producir una fuerte respuesta 
inmune en trucha (Dumetz et al., 2007), Edwardsiella tarda en Paralichthys olivaceus 
(Kawai et al., 2004) o Edwardsiella tarda en la carpa (Maiti et al., 2011). 
Las proteínas más reactivas detectadas en las OMP de las cepas DCF12.2, 
DCF12.9, DCF12.10 y PLSW5, no coincidieron con las identificadas como 
inmunogénicas en P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi. Esto puede ser debido a 
que las proteínas comunes de cada cepa están en distinta proporción. Así, al realizar los 
Western blots e identificar exclusivamente las proteínas con mayor señal en el Western 
blot, no aparecieron proteínas comunes entre probióticos y patógenos. Por otra parte 




con otros antígenos como los lipopolisacáridos (Caroff y Karibian, 2013) y otras 
fracciones bacterianas no proteicas (Swain et al., 2003) que la técnica de Western blot 
usada en este trabajo no detectaría esas moléculas (Stein et al., 1990; Sambrook y 
Russell; 2001). 
  
Estudios complementarios de las cepas seleccionadas como potencialmente 
probióticas  
Una vez seleccionadas las cepas en base a sus antígenos comunes, su capacidad 
antagonista y su inocuidad, se valoró su capacidad de supervivencia en condiciones de 
almacenamiento y administración a los peces en una piscifactoría.  
Determinación de la susceptibilidad de las cepas frente antibióticos 
La sensibilidad de las cepas a los diferentes antibióticos es un criterio importante 
en la búsqueda de probióticos. Para el uso de probióticos es recomendable no usar cepas 
con resistencias a antibióticos, ya que esta resistencia se podría transferir a cepas 
patógenas (Van den Bogaard y Stobberingh, 2000; Kim, S. R. et al., 2004; Cabello, 
2006). El antibiograma realizado a las cepas seleccionadas muestra su sensibilidad a la 
mayoría de los antimicrobianos estudiados. Entre los antibióticos en los que las cepas 
fueron sensibles destacamos la oxitetracicilina y la tetraciclina, antibióticos usados 
como primera opción en acuicultura, sobre todo en el tratamiento de la fotobacteriosis 
(Millán y Pérez 2017; Mo et al., 2017), Excepto la cepa DCF12.10, las cepas 
presentaron resistencia a la eritromicina. , una resistencia común en el género Vibrio 
(Snoussi et al., 2008). Solo las cepas DCF12.9 y PLSW5 fueron resistentes a 
amoxicilina y ampicilina, dos antibióticos que se pueden usar en acuicultura según el 
reglamento europeo, y concuerda con los estudios de Teo et al. (2002) según los cuales 
muchos antibióticos β-lactámicos no consiguen prevenir la vibriosis. La cepa V. 
proteolyticus DCF12.2 no presentó resistencia frente a ningún antibiótico. Esto implica 
que las cepas seleccionadas, y en especial la cepa V. proteolyticus DCF12.2, no 
suponen un vector potencial de genes de resistencia a los antibióticos, y por tanto su uso 







Supervivencia en agua de mar y supervivencia a 4 ºC 
Los resultados mostraron que todas las cepas se mantuvieron viables en agua de 
mar durante al menos 5 días, por lo que sería factible administrar el probiótico en baño. 
Esta vía de administración del probiótico puede ser útil ya que evita la manipulación de 
los peces, por tanto el estrés (Fast et al., 2008; Plant y LaPatra, 2011; Parra et al., 2015). 
Con la finalidad de observar si las bacterias permanecían viables en frío y así 
comprobar su posibilidad de almacenamiento en refrigeración las cepas 
preseleccionadas se incubaron en solución salina a 4 ºC. Los resultados indicaron que 
las bacterias permanecían viables durante al menos 5 días, aunque hubo una 
disminución considerable de la concentración de células viables. Debido a las bajas 
temperaturas, las bacterias ralentizan su metabolismo, lo que permite su permanencia 
bajo dicho estrés, y se previene la acumulación de metabolitos tóxicos respecto a 
temperaturas superiores (Kirsop y Doyle, 1991). Estos resultados coinciden con los 
obtenidos por Armada et al. (2003) en el estudio de la viabilidad de varias especies del 
género Vibrio en los medios acuáticos naturales.  
Supervivencia a la liofilización 
La liofilización es una de las opciones para el almacenamiento de probióticos. 
Esta forma de conservación permite mantener la viabilidad de las células en periodos 
prolongados y de forma independiente a la temperatura (Ratti et al., 2001; 
Santivarangkna et al., 2006;). Sin embargo, el principal inconveniente que presenta 
dicho proceso es la disminución del número de células viables debido a la congelación y 
posterior deshidratación, siendo la supervivencia variable dependiendo de la cepa 
(Gaden et al., 1992; Peiren et al. 2015). Se ha comprobado que el impacto negativo de 
la liofilización para las bacterias Gram negativas es mucho mayor que para las bacterias 
Gram positivas (Janning y In't Veld, 1994). Debido a esto, se determinó la viabilidad de 
cada potencial probiótico tras su liofilización. En todos los casos se pudieron recuperar 
células viables de todos los procesos de liofilización, ya fuera con el uso o sin el uso de 
crioprotectores. El uso de crioprotectores en algunos casos es innecesario para permitir 







Supervivencia en el pienso 
El estudio de la supervivencia de los probióticos en el pienso es fundamental 
para conocer la viabilidad de su administración por vía oral y la posibilidad de 
almacenamiento de la mezcla pienso-probiótico. Mantener la viabilidad de los 
probióticos añadidos al alimento para los peces es uno de los aspectos más importantes 
para asegurar su efecto beneficioso (Merrifield et al., 2010a). Existen diferentes factores 
causantes de esta pérdida de viabilidad, siendo la temperatura de almacenamiento del 
pienso uno de los factores que comprometen la viabilidad del probiótico en el pienso 
(Newaj-Fyzul et al., 2007).  
Los resultados mostraron la supervivencia de las bacterias seleccionadas en el 
pienso, a pesar de sufrir una caída en el número de células viables durante las primeras 
24 h. Otros estudios también han observado la capacidad de las bacterias de sobrevivir 
en el pienso (Rengpipat et al., 2000; Ghosh et al., 2007; Sahu et al., 2008). En los casos 
donde se almacenó la mezcla pienso-probiótico a 4 ºC, la supervivencia de las bacterias 
pudo deberse a la reducción del metabolismo de las bacterias y una menor acumulación 
de sustancias tóxicas (Bernardeau et al., 2001). En el caso de la pérdida de viabilidad de 
las bacterias en el pienso congelado, pudo deberse a los daños producidos en la bacteria 
por la formación de cristales de hielo (Kirsop y Doyle, 1991). 
No se observó una diferencia de viabilidad entre la administración con solución 
salina o con alginato. Se evitó la utilización de alginato porque, aunque se ha 
comprobado la efectividad de la administración de un probiótico mediante alginato en el 
lenguado (Rosas-Ledesma et al., 2012), también se ha constatado que el alginato puede 
alterar la microbiota intestinal y ser inmunoestimulante (Skjermo y Bergh, 2004; Cheng, 
W. et al., 2005; Tafaghodi et al., 2006; Peso-Echarri et al., 2012) y por tanto 
enmascarar el posible efecto del probiótico. 
En base a los resultados de viabilidad, en los ensayos de administración de la 
cepa en el pienso se optó por suspender las bacterias en solución salina justo antes de su 
administración a los peces, evitando de esa manera pérdida de viabilidad debida al 







Determinación de las actividades enzimáticas 
Para conocer si los potenciales probióticos analizados son capaces de facilitar la 
digestibilidad de determinados compuestos, y por tanto facilitar los procesos de 
asimilación de nutrientes por parte de los peces, se estudiaron las actividades 
enzimáticas presentes en los mismos. Todas las cepas presentaron las actividades 
enzimáticas estudiadas: amilasa, lipasa caseinasa, gelatinasa y lecitinasa. 
Las actividades lipasa y amilasa permiten la degradación de lípidos y 
carbohidratos respectivamente. La bacterias con estas actividades enzimáticas pueden 
ser beneficiosas para el hospedador ya que, cuando se instalan en el intestino, permiten 
la descomposición de azúcares y lípidos, favoreciendo su absorción intestinal 
(Merrifield et al., 2010a; Ganguly y Prasad, 2012; Ray et al., 2012). Por ejemplo 
Mohapatra et al. (2012) observaron que cuando se alimentaban individuos de la especie 
Labeo rohita con una mezcla de Bacillus subtilis, Lactococcus lactis y Saccharomyces 
cerevisiae aumentaba la producción de estas enzimas digestivas. A pesar de lo 
comentado anteriormente, estas enzimas bacterianas pueden ser consideradas como 
factores de virulencia, (Quesada-Herrera et al., 2004). Varias lipasas, como la 
glicerofosfolípido colesterol aciltransferasa (GCAT) y la lecitinasa-fosfolipasa C (Plc) 
se han asociado con la patogenicidad en peces de diversas bacterias (Vipond et al; 1998; 
Merino et al; 1999; Su et al., 2004). 
La actividad caseinasa se ha caracterizado en bacterias psicrófilas marinas 
(Prasad et al., 2014; Zhang et al., 2016), bacterias halófilas aisladas en salinas (Biswas 
y Paul, 2013; Obeidat et al., 2017), como también en bacterias que podrían ser 
utilizadas en determinados procesos de biorremediación (Kiran et al., 2015). Se ha 
detectado actividad caseinasa en bacterias probióticas (Mahdhi et al., 2011; Martínez-
Hidalgo et al., 2014) sobre todo en bacterias relacionadas con el género Bacillus 
(Mahdhi et al., 2012; Merghni et al., 2014; Ambas et al., 2015; David et al., 2016). 
Mahdhi et al. (2012) concluyeron que la actividad caseinasa era una de las estrategias 
que podían poseer las bacterias para resistir la ausencia de nutrientes. La actividad 
casinasa ha sido identificada como positiva en bacterias ácido lácticas potencialmente 
probióticas en productos relacionados con la leche (Cebrián et al., 2012). 
La actividad gelatinasa ha sido identificada en bacterias probióticas del 
género Bacillus, sobre todo en bacterias con interés industrial que convierten 




2004; Su et al., 2017), participando en la inhibición de bacterias patógenas 
(Banerjee et al., 2007) o favoreciendo el crecimiento de especies con interés económico 
(Boonthai et al., 2011). 
La actividad lecitinasa es la encargada de la hidrólisis de la fosfatidilcolina. La 
actividad lecitinasa suele encontrarse en las bacterias del género Vibrio (Esselmann y 
Liu, 1961) y se encuentra ampliamente distribuida en bacterias del medio ambiente 
(Ruíz-García et al., 2005; Yadav et al., 2014; Bunpa et al., 2016; Galach’yants et al., 
2016). Por ejemplo, Bunpa et al. (2016) describieron las actividades lecitinasa, 
caseinasa y gelatinasa en cepas de V. alginolyticus procedentes de agua de mar y 
sedimento marino. Además se han identificado bacterias con actividad quorum 
quenching y que poseían actividad lecitinasa (Han et al., 2010). 
Por tanto, estas cepas presentan unas actividades enzimáticas también halladas 
en otros probióticos y que podrían favorecer en conjunto la digestibilidad en el 
hospedador. Hay que tener en cuenta, la ayuda en la digestión de nutrientes es uno de 
los parámetros más importantes a la hora de seleccionar probióticos (Ramirez y 
Dixon, 2003; Ziaei-Nejad et al., 2006; Lazado et al., 2012; Ray et al., 2012). 
 Evaluación del crecimiento en medios con diferentes pH 
 Es importante en cualquier selección de probióticos que dichas bacterias posean 
una serie de propiedades que garanticen su efecto en el hospedador, como es la 
supervivencia de la cepa a un pH ácido, ya que eso le permitiría atravesar el estómago 
de algunos peces sin verse inactivadas por el bajo pH (Fjellheim et al., 2010; Pérez-
Sánchez et al., 2014). Para evaluar el crecimiento en diferentes pH se sembraron las 
cepas en caldos nutritivos con diferente acidez. 
 Todas las cepas vieron afectadas su crecimiento en un medio con pH ácido, tal 
como describieron estudios anteriores con diversas vibrionáceas como Vibrio 
angillarum (Frans et al., 2011); V. cholerae (Labas et al., 2002); V. harveyi (Prayitno y 
Latchford, 1995); V. parahaemolyticus (Beuchat, 1973; Wong y Wang, 2004) y Vibrio 
vulnificus (Bang y Drake, 2005). La principal actividad digestiva en los lenguados 
reside en el intestino, a diferencia de otros peces que poseen una fuerte actividad ácida 
en su estómago (Sáenz de Rodrigáñez et al., 2005). Yúfera y Darias (2007) concluyeron 
que el pH gástrico de S. senegalensis se sitúa por encima de 6,0 en todas las etapas de 




valor de este pH es debido a la dieta omnívora de estos peces. Por tanto, la viabilidad de 
estas cepas potencialmente probióticas administradas oralmente sería posible en estas 
condiciones de pH.  
Evaluación del desarrollo de la cepa V. proteolyticus DCF12.2 en presencia de 
bilis y diferentes pH 
 Aplicando los postulados de Merrifield (Merrifield et al., 2010a) se 
preseleccionó la cepa DCF12.2 para su estudio in vivo en S. senegalensis tras los 
procesos de selección anteriores debido a una serie de características favorables que se 
encontraron en dicha cepa. Esta cepa, además de tener características similares a las 
demás cepas, no es patógena en peces, posee capacidad antagónica frente P. damselae 
subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00, es viable en condiciones de 
almacenamiento, produce enzimas extracelulares beneficiosos para la digestión, no es 
resistente a antibióticos de uso cotidiano en acuicultura, y crece a un pH ligeramente 
ácido. Asimismo, los peces inmunizados con la cepa DCF12.2 produjeron un título de 
anticuerpos alto frente la cepa inmunizada (con una o dos inmunizaciones), y los 
anticuerpos generados presentaron reacción cruzada frente P. damselae subsp. piscicida 
y V. harveyi. 
El sistema gastrointestinal contiene una microbiota compleja que condiciona la 
secreción de sustancias antimicrobianas, ácidos, sales biliares y diversas enzimas que 
crea un ambiente hostil para muchos patógenos (Gómez y Balcázar, 2007). Para que un 
probiótico pueda conferir características beneficiosas para el hospedador, el probiótico 
debe sobrevivir el paso del sistema gastrointestinal. Por ese motivo dos de las 
propiedades fundamentales para analizar en las bacterias probióticas son la tolerancia al 
pH ácido del estómago y a la bilis en el intestino (Pérez-Sánchez et al., 2014).  
La bilis funciona como un detergente biológico emulsionando y solubilizando 
lípidos, por lo que tiene un papel fundamental en la digestión de grasas. Además, la bilis 
tiene una importante actividad antimicrobiana porque desestabiliza la membrana celular 
mediante una reacción de deconjugación por hidrolasas de las sales biliares (Hidalgo et 
al., 1999; Begley et al., 2005). La cepa V. proteolyticus DCF12.2 fue tolerante a todas 
las concentraciones de bilis ensayadas, aunque fue afectada de manera negativa cuando 
la concentración de bilis en el medio fue superior a un 3 % de bilis. Sin embargo hay 
que tener en cuenta que este ensayo se llevó a cabo con una concentración de bilis 




realizaron ensayos in vitro con una concentración de bilis entre 0,15 y 0,3 %. Balcázar 
et al. (2008) estimaron que la concentración de bilis en el tracto gastrointestinal de 
salmónidos estaba entre 0,4 y 1,3 %.  
En cuanto al crecimiento de la cepa V. proteolyticus DCF12.2 a un pH ácido, se 
pudo observar un decrecimiento significativo con un pH igual a cuatro en la primera 
hora del ensayo, aunque existió crecimiento bacteriano. Esto no tendría que ser un gran 
problema para su administración en los lenguados puesto que el estómago del lenguado 
suele tener un pH ligeramente alcalino (Yúfera y Darias, 2007) y el tiempo de 
evacuación del alimento ingerido suele ser corto (Ringø et al., 2003). Además este 
ensayo se hace in vitro por lo que no se puede concluir que la cepa no pueda colonizar 
el intestino porque la bacteria se puede mezclar con el alimento y por tanto que la 
acción de un pH ácido no sea tan agresiva (Nikoskelainen et al., 2001).  
Por tanto, la cepa V. proteolyticus DCF12.2 fue resistente a una alta 
concentración de sales biliares y a un pH moderado. El pH gastrointestinal del 
lenguado, siempre por encima de un valor de 6.0 (Yúfera y Darias, 2007), permite la 
adaptabilidad de esta cepa al sistema digestivo del lenguado, por lo que el probiótico 
podría sobrevivir en el tracto gastrointestinal. 
 
 
3. Efecto de la cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 sobre el sistema 
inmunitario de lenguados y protección frente a P. damselae subsp. 
piscicida y V. harveyi 
 
   Detección de anticuerpos 
La administración intraperitoneal del probiótico supuso un incremento 
significativo de los niveles de anticuerpos a los 14 días de la administración. Estos 
resultados coinciden con los observados en la trucha arcoíris (Onchorynchus mykiss) 
vacunadas frente a Flavobacterium psychrophilum por baño y por vía intraperitoneal 
(Makesh et al., 2015). En general, la administración intraperitoneal es la vía más 
efectiva en la inmunización de un pez (Plant y LaPatra, 2011). Esto puede ser lógico, 
puesto que los antígenos han sido directamente inyectados, por lo que no sufren la 




aplicados en nuestro estudio no existió un incremento significativo de anticuerpos, lo 
que nuevamente coincide con lo informado por Makesh et al. (2015). Existen sin 
embargo otras investigaciones con probióticos en las que se hallaron aumentos 
significativos en el título de anticuerpos séricos del pez al administrar probióticos a 
través de la dieta (Al-Dohail et al., 2009; Reyes‐Becerril et al., 2011; Korkea-aho et al., 
2012). Hay que destacar que la ausencia de niveles significativos de anticuerpos en 
peces inmunizados no siempre puede suponer ausencia de protección debido a la 
activación de mecanismos celulares y no humorales (Magariños et al., 1994c). Por otro 
lado, se detectaron que los anticuerpos séricos generados daban reacción cruzada con 
los patógenos cuando la cepa DCF12.2 se administró por vía intraperitoneal. Con los 
demás tratamientos no se observaron incrementos significativos de reacción cruzada. 
Esto puede ser debido a que los antígenos comunes entre las bacterias no sean los más 
abundantes, por lo que producen una reacción no perceptible. 
Cuando se estudió la producción de anticuerpos secretores en el intestino, se vio 
un aumento significativo de anticuerpos frente V. proteolyticus DCF12.2, que además 
dieron reacción cruzada frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y a V. harveyi 
Lg16.00 en todos los ensayos. Esto puede indicar que se están produciendo anticuerpos 
secretores, resultados coincidentes con los observados por Makesh et al. (2015) aunque 
esto no se refleje necesariamente en un aumento de anticuerpos séricos. Esto puede ser 
debido a que los antígenos bacterianos hayan actuado sobre el tejido linfoide asociado al 
intestino del pez, y por tanto de manera independiente a otros órganos hematopoyéticos 
(Lazado y Caipang, 2014).  
Con la administración oral de V. proteolyticus DCF12.2 también se obtuvo un 
nivel significativo de anticuerpos. Esto concuerda con investigaciones en las que los 
peces inmunizados por vía oral presentaron anticuerpos específicos en la mucosa 
intestinal. Por ejemplo, Esteve-Gassent et al. (2004) detectaron en anguilas (Anguilla 
anguilla) niveles significativos de anticuerpos en la mucosa intestinal después de ser 
reinmunizadas frente a V. vulnificus. También Irie et al., (2005) detectaron anticuerpos 
específicos en la mucosa intestinal pero en carpas (C. carpio) inmunizadas oralmente 
con liposomas que contenían antígenos de A. salmonicida. 
En general, la cantidad de anticuerpos observados en el mucus intestinal fue 
bajo. Uno de los motivos de esta baja detección puede estar en la existencia, en el 




anticuerpos secretados. Hatten et al. (2001) identificaron mediante Western blot que 
existía degradación de los anticuerpos del salmón atlántico (Salmo salar) al añadir 
mucus intestinal. Además, los peces pueden secretar anticuerpos de mucosa intestinal 
(IgT), incapaces de ser reconocidos por las anti-IgM (Zhang, Y. A. et al., 2010). Sin 
embargo, en este trabajo se pudo detectar anticuerpos secretores utilizando anti-Ig M del 
suero, lo que podría indicar un cierto grado de semejanza entre anticuerpos séricos y 
secretores. 
La administración intraperitoneal supuso un incremento significativo en la 
secreción de anticuerpos en el mucus de la piel a los 56 días de la inoculación del 
probiótico, datos similares a los obtenidos por Makesh et al. (2015). Estos anticuerpos 
aparecieron más tarde en el mucus de la piel que a nivel sistémico, de igual forma que lo 
observado por Song et al. (2006) al administrar por vía oral Clostridium butyricum a 
Miichthys miiuy. Una parte de la producción de IgM puede realizarse en órganos 
hematopoyéticos (como riñón y bazo), y luego ser transportados por el sistema 
circulatorio hasta el mucus de la piel (Cain et al., 2000). También podría existir un 
transporte de células B productoras de Ig hasta las mucosas (Swan et al., 2008), o ser 
transportadas por receptores específicos en la superficie de las mucosas (Xu et al., 
2013).  
Por su parte, la administración del probiótico mediante la dieta no supuso 
cambios significativos del título de anticuerpos en el mucus de la piel. Estos resultados 
están contrastados con lo informado por Song et al. (2006), quienes observaron la 
estimulación en la producción de anticuerpos del moco de la piel en peces 
administrados con piensos complementados con el probiótico Clostridium butyricum. 
La estimulación de la mucosa de la piel en los ensayos mediante la inmunización 
mediante baño no consiguió que se incrementara el título de anticuerpos en el mucus, tal 
como observaron (Makesh et al. (2015), lo que contrasta con los resultados de otras 
investigaciones donde el mayor título de anticuerpos se encontró tras una inmunización 
por baño respecto la administración oral e intraperitoneal (Xu, Z. et al., 2009; Song-Lin 








Expresión de genes implicados en la respuesta inmune innata 
A nivel global, tanto a día 3 como a día 28 del inicio del ensayo, existió una 
activación o inhibición diferencial de genes relacionados con el sistema inmune 
dependiente del tratamiento. 
Los genes relacionados con el complemento se sobreexpresaron a los 3 días de 
administrar la bacteria por baño o a través del pienso, en tanto que cuando se administró 
el probiótico por vía intraperitoneal esta sobreexpresión se observó a los 28 días. Esto 
coincide con otras investigaciones en las que vio un aumento en la expresión de este gen 
al administrar un probiótico en la dieta (Salinas et al., 2008). El complemento es uno de 
los principales componentes humorales de la respuesta immune innata de los peces 
(Boshra et al., 2006; Korotaevskiy et al., 2009), entre cuyas funciones se encuentra la 
lisis de patógenos y el inicio de respuestas inflamatorias. De esta forma, la 
sobreexpresión de C3 indicaría que la bacteria seleccionada podría favorecer actividades 
como la fagocitosis, en tanto que el incremento de C7 podría sugerir un aumento de la 
capacidad de lisis del patógeno mediante la rotura de su membrana. Todo esto podría 
mejorar la protección de los peces a las enfermedades (Li et al., 2017). Además, la 
activación del sistema del complemento puede significar una indicación del bienestar 
animal porque el complemento está asociado a mecanismos de tolerancia al estrés (Jin 
et al., 2015), tal como demuestran estudios que relacionan determinados agentes 
estresantes como la falta de espacio o infecciones con la inhibición de los genes que 
transcriben el sistema del complemento (Mauri et al., 2011; Tort, 2011).  
El gen que codifica a la glutatión peroxidasa (GPx) aumentó su transcripción 
cuando el probiótico se administró por baño y por pienso a los 3 días del inicio. La 
glutatión peroxidasa es una de las principales enzimas relacionadas con la 
destoxificación de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Brigelius-Flohé y Maiorino, 
2013). Aunque las moléculas ROS activan la respuesta inflamatoria en la respuesta 
inmune, estas moléculas pueden provocar daño celular en los tejidos del organismo. La 
glutatión peroxidasa funciona como un sistema enzimático que protege contra estos 
residuos. Existen publicaciones que detectaron un aumento de la expresión de la 
glutatión peroxidasa cuando se administraron probióticos a peces. El aumento de la 
expresión de la GPx concuerda con los estudios en el riñón cefálico de Gadus morhua y 




Pseudomonas y Psycrhobacter (Lazado et al., 2010) y Lactobacillus plantarum (Son et 
al., 2009); y en el intestino de lenguado senegalés con una dieta enriquecida en 
probióticos como Shewanella putrefaciens PDP11 (Vidal et al., 2016) y las bacterias 
Bacillus sp., Pediococcus sp., Enterococcus sp., y Lactobacillus sp. (Batista et al., 
2016).  
 Al igual que en el caso anterior, se pudo detectar a los 3 días un aumento de la 
expresión del gen de la lisozima cuando el probiótico se administró en el baño o por el 
pienso; y a los 28 días del tratamiento cuando el probiótico se administró por el pienso y 
por vía intraperitoneal. También se detectó esta activación de la lisozima en trabajos 
donde se aplicaron probióticos como Bacillus sp., Pediococcus sp., Enterococcus sp., 
Lactobacillus sp. en el lenguado senegalés (Batista et al., 2016). Asimismo, la 
administración de Bacillus subtilis en ejemplares de tilapia (Oreochromis niloticus) 
supuso el incremento de los niveles de lisozima y la resistencia a Streptococcus iniae 
(Addo et al., 2017). A los 28 días se redujo la transcripción del gen de la lisozima, 
posiblemente debido al tiempo transcurrido desde la inoculación del probiótico. Según 
Balcázar et al. (2007a), la inoculación del probiótico Lactobacillus sakei en la trucha 
común (Salmo trutta) no produjo un incremento en la actividad lisozima, aunque sí 
hubo un incremento cuando se inocularon otras bacterias ácido lácticas. Las lisozimas 
tienen un papel muy importante a la hora de proteger a los organismos frente a 
infecciones (Zhou et al., 2016). Es una enzima ampliamente distribuida en los tejidos 
del pez y cataliza la rotura de la capa de peptidoglicano causando la lisis bacteriana (Fu 
et al., 2013). Además de su actividad antimicrobiana, puede tener otras funciones como 
estimular el crecimiento (Wang y Zhang, 2010), mejorar la biodegradación (Xin et al., 
2015), además de poseer actividad antiviral (Velmurugan et al., 2015).  
Se observó una reducción significativa de la transcripción de los genes 
codificantes de las proteínas de choque térmico (HSP) tal como ocurre al administrar 
el probiótico en baño 28 días atrás. Esto puede estar asociado con procesos de 
supervivencia celular ante el estrés oxidativo. Las HSP actúan como chaperonas 
moleculares y median en la reparación y degradación de proteínas (Benítez-Dorta et al., 
2013; Lei et al., 2015). Además de comportarse como chaperona molecular en 
situaciones de estrés medioambiental, la GP96 es capaz de modular la inmunidad 
celular (Sung y MacRae, 2011), ya que es una chaperona localizada en el retículo 




favoreciendo su maduración y por tanto mejorando la respuesta inmune innata como 
adaptativa (Strbo y Podack, 2008). En nuestro ensayo existió un aumento de la 
expresión del gen GP96, tal como se detectó en el hígado de lenguado senegalés 
alimentados con el probiótico PDP11 (Shewanella putrefaciens) (Tapia-Paniagua et al., 
2015) y además Batista et al., (2016) detectaron un aumento de la expresión de este gen 
en el intestino distal de lenguado senegalés alimentado con una dieta complementada 
con la levadura Saccharomyces cerevisiae.  
 El factor estimulador de Natural killer (NKEF) modula la capacidad 
citotóxica de las células natural killer (Shau et al., 1993; Bethke et al., 2012). Este gen 
fue sobreexpresado en todos los tratamientos, especialmente cuando los peces 
recibieron el probiótico mediante baño a día 3 y en los tres tratamientos por igual a día 
28. Se ha demostrado que son moléculas efectoras tanto en respuesta immune innata y 
adaptativa al activar la respuesta inflamatoria. Aunque existen estudios sobre la 
transcripción de los genes NKEF cuando se inocularon probióticos en humanos, todavía 
son escasos los estudios sobre la relación entre la administración de probióticos y los 
niveles de expresión del gen NKEF. Por ejemplo, Tapia-Paniagua et al. (2015) y 
Cordero et al. (2016) relacionaron en sendos estudios con peces (lenguado senegalés y 
dorada, respectivamente) el aumento en la expresión del gen NKEF con la 
administración de el probiótico S. putrefaciens PDP11. También existen estudios 
relacionados con la expresión del gen NKEF en peces como el rodaballo (Chen et al., 
2006), carpa (C. carpio) (Huang, R. et al., 2009), pez gato (Ictalurus punctatus) (Li y 
Waldbieser, 2006), trucha (Cuesta y Tafalla, 2009; Ordás et al., 2011) y otros peces 
(Zhang, B.C. et al., 2014; Wang, L. et al., 2015).  
Al tercer día de la administración del probiótico se observó un aumento de la 
transcripción de la interleucina 10 (IL-10) en todos los tratamientos. Este resultado es 
coincidente con los obtenidos en otros estudios en los que se observaron un aumento de 
la transcripción de IL-10 tras la administración de las probióticas L. plantarum, L. lactis 
y Leuconostoc mesenteroides en trucha arcoíris (O. mykiss) (Pérez-Sánchez et al., 
2011); Lactobacillus paracasei spp. paracasei en Takifugu rubripes (Biswas et al., 
2013); Pseudomonas aeruginosa en carpa (L. rohita) (Giri et al., 2016); 
Bacillus spp., Enterococcus spp. y Lactobacillus spp en O.niloticus (Standen et al., 
2016). La IL-10 es producida por monocitos, células T, células B, natural killer, 




al inhibir la inflamación debida al patógeno por la disminución de la proporción de 
células presentadoras de antígenos (Akdis y Blaser, 2001). Esto podría ser indicativo de 
un mecanismo de tolerancia que posee el individuo con el probiótico.  
La NADPH oxidasa es la responsable de iniciar la producción de especies 
reactivas de oxígeno cuando comienza el proceso de infección (Muñoz et al., 2000; 
Bedard y Krause, 2007). En nuestro estudio existió sobreexpresión de la transcripción 
del gen que codifica para esta proteína en todos los tratamientos, excepto cuando el pez 
recibió el probiótico en el baño a los 28 días. Esta sobreexpresión puede ser debida a la 
estimulación de V. proteolyticus DFC12.2 en el pez, tal como se demostró al 
administrar el probiótico S. putrefaciens Pdp11 en lenguado senegalés (Vidal et al., 
2016). La disminución de la transcripción cuando se administró el probiótico en el baño 
a los 28 días, supone una disminución del aporte de especies reactivas de oxígeno y por 
tanto una disminución del estrés oxidativo.  
El sequestosoma media en la producción de citoquinas inflamatorias por parte 
de los macrófagos (Yu et al., 2009) y por tanto modula la eliminación de patógenos 
(Zheng et al., 2009), además de activar la autofagia de componentes celulares dañados 
(Yang et al., 2016). El gen SQSTM se sobreexpresó sólo a día 3 cuando el probiótico se 
administró en el baño. Aunque no existen demasiadas investigaciones sobre la relación 
entre probióticos y la expresión del gen SQSTM, existen estudios celulares que 
demuestran que la autofagia mediada por bacterias del género Bifidobacteria favorece el 
mantenimiento de la homeostasis intestinal (Han et al., 2016), e incluso la autofagia que 
induce el probiótico Bacillus amyloliquefaciens es la responsable de prevenir 
determinadas infecciones bacterianas en el intestino humano (Wu et al., 2017). 
 
Análisis de la microbiota de lenguados tratados con V. proteolyticus 
DCF12.2 
 El estudio de la DGGE fue usado en esta tesis para evaluar el efecto del 
probiótico en la estructura de la comunidad microbiana en el mucus intestinal y de la 
piel, ya que los cambios en los patrones de las bandas pueden indicar cambios 
ecológicos en las comunidades bacterianas (Montet et al., 2012; Larsen et al., 2014).  
 La microbiota intestinal del pez está relacionada con la digestión, el crecimiento, 




Llewellyn et al., 2014; Ghanbari et al., 2015; Montalban-Arqueset et al., 2015). El 
intestino es también una barrera importante contra los patógenos oportunistas (Peterson 
y Atis, 2014), como se ha demostrado frente a bacterias como Aeromonas salmonicida 
subsp. salmonicida , Vibrio anguillarum y Streptococcus iniae (Merrifield et al., 2010a; 
Nayak, 2010) Lazado y Caipang (2014) comprobaron que ciertas bacterias probióticas 
pueden alterar la composición de la microbiota intestinal, inhibiendo la población de 
patógenos, colonizando la superficie de la mucosa y coexistiendo con la microbiota 
intestinal. Se ha observado que la adición de probióticos a través del alimento puede 
inducir el aumento de la proporción de especies beneficiosas en el tracto intestinal del 
lenguado senegalés (Tapia-Paniagua et al., 2010). Además, los probióticos pueden 
mejorar funciones como la digestión (Ray et al., 2012), la respuesta inmune (Nayak 
2010; Gaggìa et al., 2010; Merrifield et al., 2010a; Iwashita et al., 2015) y la integridad 
de las células intestinales (Rawls et al., 2004; Bates et al., 2006; Daniels et al., 2010). 
Los microorganismos del agua también pueden afectar en la microbiota 
intestinal (Wang et al., 1993; Navarrete et al., 2009; Wu et al., 2012). Navarrete et al. 
(2009) afirmaron que las bacterias del género Pseudomonas presentes en los individuos 
juveniles de salmón atlántico provenían del agua de cultivo. Según Wu et al. (2012), la 
composición de la microbiota intestinal de la carpa china (Ctenopharyngodon idellus) se 
asemeja al agua y el sedimento del cultivo. La temperatura del agua (Hovda et al., 2012; 
Zarkasi et al., 2014; Neuman et al., 2016) y la salinidad son los dos principales 
parámetros en el agua que pueden afectar a la microbiota intestinal. Hovda et al. (2012), 
Zarkasi et al. (2014) y Neuman et al. (2016) detectaron variaciones en la microbiota 
intestinal del salmón atlántico debido al efecto de la temperatura. Otro factor ambiental 
que puede influenciar en la composición de la microbiota intestinal es el estrés (Olsen et 
al., 2002). 
La bacteria V. proteolyticus DCF12.2 no se detectó como una de las bandas 
predominantes en las muestras intestinales. Una de las causas podría ser que el 
probiótico no se estableciera en el lumen del pez, aunque la ausencia de bandas no 
excluye la presencia de los probióticos administrados, ya que el límite de detección de 
la técnica de la DGGE se encuentra en un 1 % del total de la población (Fromin et al., 
2002).  
La mayor parte de la microbiota secuenciada a partir del ribosómico 16S del 




GammaProteobacteria. Esta clase bacteriana es el grupo más importante que se localiza 
en especies de peces planos como el lenguado Solea senegalensis (Martin-Antonio et 
al., 2007; Tapia-Paniagua et al., 2014, 2015), Paralichthys olivaceus (Sugita e Ito, 
2006) y Paralichthys dentatus (Eddy y Jones, 2002). En este estudio se ha visto que 
diferentes especies del género Vibrio han sido los predominantes en la microbiota 
intestinal. Vibrio parahaemolyticus se encuentra de manera generalizada en el medio 
ambiente (Wong et al., 1999), y se ha identificado en lenguados (Lobo et al., 2014; 
Tapia-Paniagua et al., 2014). Vibrio scophthalmi es una bacteria muy cercana 
filogenéticamente con Vibrio ichthyoenteri, una bacteria frecuente en peces planos tanto 
en S. senegalensis (Tapia-Paniagua et al., 2014, 2015) como en el rodaballo (Cerdà-
Cuellar y Blanch 2002) o Paralichthys olivaceus (Sugita e Ito, 2006). El resto de 
especies secuenciadas se encuentran en el medio natural o de manera comensal en peces 
(Gómez-Gil et al., 2003; Chiu et al., 2007; Carson et al., 2008; Gao et al., 2012; 
Albuquerque-Costa et al., 2013; Givens et al., 2014; Tapia-Paniagua, 2014). Por 
ejemplo, Candidatus Arthromitus es una bacteria filamentosa que se encuentra 
ampliamente distribuida en el intestino de muchos animales (Huber et al., 2004; 
Cecchini et al., 2012) y se ha podido comprobar su presencia en lenguados a los que se 
les suministró un probiótico (Tapia-Paniagua, 2014). 
La microbiota intestinal cambia tras 14 días de alimentar a los peces con el 
probiótico. Sin embargo este agrupamiento fue solo del 35 %, por lo que no se puede 
considerar que el cambio haya sido importante. Tras 28 días de alimentación con el 
probiótico no se observaron diferencias de la microbiota con los controles. Sin embargo 
en otras investigaciones se han encontrado cambios más acentuados en la microbiota de 
los peces tras la administración de un probiótico, como en el caso del mero, E. coioides 
(Sun, Y. Z. et al., 2012), tilapia (O. niloticus) (Ferguson et al., 2010) y la carpa           
(L. rohita) (Nayak et al., 2007).  
En los peces alimentados con la mezcla de pienso y V. proteolyticus DCF12.2 se 
aumentó la diversidad de la microbiota intestinal de manera significativa comparada con 
el grupo control. Esto sugiere la influencia de la adición del probiótico en la dieta. Una 
comunidad microbiana diversa puede adaptarse a cambios bruscos, favoreciendo a que 
en caso fluctuaciones la comunidad pueda adaptarse y unos microorganismos sustituyan 
la función que tenían otros (Marzorati et al., 2008). Por otra parte, una diversidad baja 




evidenciaron dicha relación en dorada y lubina, con una alta dominancia de Vibrio 
anguillarum en la microbiota intestinal. Se han informado de cambios al suministrar 
probióticos tales como S. putrefaciens PDP11 y Shewanella báltica PDP13 a lenguados 
juveniles y a larvas (García de la Banda et al., 2010). A pesar del aumento de la 
diversidad microbiana conseguida con el probiótico, esta no fue demasiado alta. La 
administración de un probiótico no siempre supone un aumento de la diversidad, 
pudiendo el probiótico favorecer una comunidad simple y poco diversa (Gisbert et al., 
2013). En estudios relacionados con la microbiota intestinal del lenguado senegalés, 
Tapia-Paniagua (2010) no observaron la presencia de diferencias significativas de 
riqueza específica y diversidad entre lenguado senegalés alimentado con S. putrefaciens 
y peces controles, aunque sí concluyeron una diversidad menor entre larvas de lenguado 
senegalés alimentadas con S. putrefaciens Tapia-Paniagua et al., 2014). El estudio de la 
administración antibiótico oxitetraciclina y del probiótico S. putrefaciens (Tapia-
Paniagua et al., 2015) evidenció una disminución significativa de la riqueza y de la 
diversidad en la microbiota intestinal del lenguado, y un aumento de la riqueza y la 
diversidad cuando el antibiótico y el probiótico se suministraron de manera conjunta al 
lenguado.  
Los tratamientos en los que el probiótico se administró en la dieta a día 14, 
manifestaron una habitabilidad significativa elevada (Marzorati et al., 2008), aunque los 
valores presentaron una elevada desviación típica. Esta habitabilidad elevada supone 
que el sistema puede suportar una comunidad microbiana variada y diversa 
filogenéticamente (De Schryver et al., 2010; Yeung et al., 2011), lo que haría al pez 
más resistente ante fluctuaciones en las condiciones de cultivo. 
Respecto a la microbiota de la piel de peces inoculados por baño tampoco se 
observaron diferencias. La ausencia de modificación en la microbiota tras la 
administración de un probiótico también ha sido descrita por Sun et al., (2011), y Yang 
et al., (2012). Estos autores observaron que los probióticos Bacillus pumilus y Bacillus 
clausii administrados por via oral no ejercieron ningún efecto significativo sobre la 







Ensayos de protección 
 Mediante un challenge o infección experimental, se puede conocer la protección 
que confiere de la administración de un probiótico frente a un determinado patógeno. La 
infección experimental se realizó por vía intraperitoneal porque es la ruta que se suele 
usar para evaluar diferentes estrategias de protección (Acosta et al., 2005; Arijo et 
al., 2005b; Lin et al., 2006) debido a que se inyecta una cantidad conocida de antígenos 
(Nakanishi et al., 2002). 
La infección experimental con P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 produjo la 
mortalidad del 100 % de los controles, generando una protección (RPS) del 30 % 
cuando la cepa V. proteolyticus DCF12.2 se administró por vía intraperitoneal o 
mediante el pienso, y una protección del 40 % cuando se administró por baño. Los datos 
de RPS que se obtuvieron al administrar el probiótico en el baño son similares a los 
obtenidos por Arijo et al. (2005b) en los que se obtuvo un nivel de protección entre el 
38 % y el 44 % mediante inmersión prolongada con la bacterina de P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01. El valor de RPS que se obtuvo en la administración oral del 
probiótico fue similar al obtenido por García de la Banda et al., (2012), quienes 
informaron de valores de RPS del 25 al 43,8 % frente a P.damselae subsp. piscicida 
Lg41.01 cuando administraron el probiótico S. putrefaciens PDP11 por vía oral en 
lenguado. Por otra parte, fue superior al RPS obtenido por Díaz-Rosales et al., (2009) al 
administrar oralmente el probiótico S. baltica PDP13 en el lenguado (entre el 20 % y el 
35 %). 
El tratamiento que ofreció mayor protección frente el patógeno V. harveyi 
Lg16.00 fue la inyección intraperitoneal del probiótico. En este caso puede existir una 
correlación entre el nivel de anticuerpos del suero en el tratamiento intraperitoneal y la 
protección frente al patógeno en la infección experimental. Así mismo, la vía 
intraperitoneal suele dar una mejor protección que mediante baño, porque supone una 
entrada directa de antígenos y su correspondiente transporte a los órganos linfoides 
(Nakanishi et al, 2002; Plant y LaPatra, 2011). Sin embargo la inyección intraperitoneal 
no es la vía normal de administración de un probiótico, por lo que esta prueba se realizó 
como vía para forzar que el pez generase una respuesta inmunitaria, consistente 





La administración del probiótico mediante baño o a través de la dieta no produjo 
ningún tipo de protección frente a V. harveyi. El baño es la vía de administración de 
probióticos que suele realizarse con mayor frecuencia frente V. harveyi (Ravi et al., 
2007; Zokaeifar et al., 2014), aunque también se usa la vía oral (Hao et al., 2014; Liu, 
H. et al., 2014). Respecto a la administración del probiótico en el pez por vía oral puede 
producirse una degradación de los antígenos debido a las enzimas proteolíticas del 
sistema digestivo, por lo que sería necesario incrementar la dosis del probiótico o 
encapsularlo para que ocurra una respuesta inmune satisfactoria (Mao et al., 2011; 
Harikrishnan et al., 2012). Aunque existen ensayos que prueban la efectividad de la vía 
oral para la administración de probióticos en lenguados frente V. harveyi (Chabrillón et 
al., 2005), todavía son escasos los estudios de probióticos frente V. harveyi Lg16.00 en 
lenguados. 
 
4. Empleo combinado de la cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 y de una 
vacuna bivalente frente P. damselae subsp. piscicida y V. harveyi  
 
El objetivo de este capítulo fue determinar si la cepa V. proteolyticus DCF12.2 
tenía un efecto potenciador sobre la respuesta humoral de lenguados inmunizados con 
una vacuna bivalente por baño. Para determinar si existió un cambio en la microbiota de 
la piel debido a la producción de anticuerpos secretores se realizó un estudio mediante 
DGGE. Finalmente se evaluó mediante un ensayo de supervivencia si el uso combinado 
de la cepa V. proteolyticus DCF12.2 y una vacuna bivalente aumentaban el grado de 
protección generado por la vacuna frente a las bacterias patógenas. 
 
Determinación de anticuerpos en el suero y mucus de los peces 
Al ensayar el posible efecto aditivo entre el probiótico y una vacuna bivalente 
únicamente existió un aumento en el título de anticuerpos en el suero de peces a los que 
se les administró el probiótico pero no recibieron la vacuna. Esto podría indicar que 
existe un efecto antagonista entre probiótico y vacuna, posiblemente por la unión de los 
probióticos con los anticuerpos producidos por la vacuna, con lo que el título de 
anticuerpos bajaría. Existen algunos estudios en humanos que indican un aumento de 




mediante administración oral. Algunos de estos de estos estudios son los de Paineau et 
al., (2008) con bacterias del género Lactobacillus y Bifidobacterium frente V. cholerae, 
Davidson et al. (2011) con Lactobacillus rhamnosus frente el virus de la gripe; 
Rizzardini et al. (2012) con Bifidobacterium animalis ssp. lactis y Lactobacillus 
paracasei ssp. paracasei frente al virus de la gripe; y Maidens et al. (2013) con una 
cepa de Bifidobacterium breve administrada en individuos inmunizados con                  
V. cholerae. 
Aunque en el suero de los peces vacunados no se observaron anticuerpos 
específicos, sí se observaron en el mucus de la piel de peces vacunados a los 15 días. 
Esto indica que la respuesta inmunitaria se ha dado a nivel local, en la misma piel, ya 
que es en esta zona donde se ha tenido contacto con el antígeno (Xu, Z. et al., 2009; 
Esteban et al., 2012; Song-Lin et al., 2014). Puede también explicar por qué se ve una 
protección tan baja tras las infecciones experimentales, ya que estas se hicieron por vía 
intraperitoneal mientras que la producción de anticuerpos se generó fundamentalmente 
en la superficie de los peces.  
 
Análisis de la microbiota de la piel 
Se observó una variación de la microbiota de la piel de los lenguados producida 
por la vacunación, originando cambios en los patrones de bandas de DGGE con 
respecto a los peces controles. Este cambio podría estar condicionado por la producción 
de anticuerpos secretores que se unirían específicamente a determinadas bacterias, 
generando como consecuencia una modificación de la microbiota. Existen pocos 
estudios en peces sobre el efecto de una vacunación en la composición de la microbiota. 
Liu et al. (2008) y Liu et al. (2015) observaron cambios de la microbiota del salmón y 
la carpa (Ctenopharyngodon idella) al inyectarles A. salmonicida ssp. salmonicida de 
manera intraperitoneal o Aeromonas hydrophila mediante baño. Recientemente también 
se ha descrito en humanos la interacción que podrían poseer las inmunoglobulinas con 
la microbiota (Sutherland et al., 2016). 
Sin embargo la administración de la cepa DCF12.2 parece no haber intervenido 






Ensayo de protección 
Respecto a las infecciones experimentales con P. damselae subsp. piscicida 
Lg41.01, parece existir un efecto aditivo del probiótico con la vacuna, ya que el RPS es 
la suma de los RPS de los peces vacunados y los peces que recibieron el probiótico por 
separado. Este efecto aditivo del probiótico en la vacunación se encuentra recogido en 
otros trabajos (Ramesh et al., 2015; Giri et al., 2016; Matsuura et al., 2017). 
El bajo porcentaje de supervivencia en los peces que recibieron el probiótico por 
baño pudo ser debido a que únicamente se inmunizaron los peces una sola vez. La 
inmunización mediante esta vía no permite un título significativo de anticuerpos 
sistémicos si no existe una dosis adicional del inmunógeno (Romalde et al., 2002). Por 
otra parte el tamaño de los peces (entre 35 y 40 g), por su menor relación superficie-
volumen respecto a los alevines, puede impedir una correcta difusión de la vacuna a 
través de la piel, lo que dificultaría la activación del sistema inmune. Se han descrito 
casos en los que la administración por baño solo es útil en peces de menor tamaño, 
dejando de ser efectiva para peces mayores (Magariños 1994a). Por otra parte, para que 
el probiótico tenga incidencia sobre la respuesta inmune, sería necesario que 
permaneciera durante un tiempo en la piel colonizándola (Pérez-Sánchez et al., 2014; 
Lee et al., 2015). Sin embargo la cepa DCF12.2 no se ha podido detectar en los análisis 
de microbiota, por lo que cabe la posibilidad de que la bacteria no se haya adherido a la 
superficie del pez el tiempo suficiente para conseguir la activación del sistema 
inmunitario. 
En el caso de los peces infectados con V. harveyi Lg16.00, no se observó un 
efecto aditivo de protección entre el probiótico y la vacuna. Este efecto también fue 
descrito por Xing et al. (2013), observando un incremento de la supervivencia de cobias 
(Rachycentron canadum) vacunadas y alimentadas con un probiótico (Pediococcus 
pentosaceus), a pesar de que el tratamiento no aumentó la respuesta inmune específica.  
Los títulos de anticuerpos detectados en los peces del capítulo 3 (ausencia de 
diferencias entre el título de anticuerpos que recibieron el probiótico por baño respecto a 
los controles) no se correspondieron con los observados en el capítulo 4. De igual 
manera, la protección que confirió la cepa tras las infecciones experimentales fueron 
diferentes en los ensayos del capítulo 3 y el 4. La diferencia que existió entre el RPS de 
la administración del probiótico mediante baño en el tercer capítulo (40 % de frente a  




tratamiento probiótico en el cuarto capítulo (10 % frente a P. damselae subsp. piscicida 
Lg41.01, 50 % frente a V. harveyi Lg16.00) pudo ser debida a que las condiciones de 
temperatura y mantenimiento en el cultivo de los peces fueron diferentes en ambas 
condicione. Así la evaluación de la protección de un probiótico mediante diferentes vías 
se realizó entre los meses de diciembre y marzo con una temperatura 16,5 ± 3,5 ºC. Sin 
embargo, el ensayo en el que se probó el efecto del probiótico en una vacuna 
bivalente,se realizó entre julio y agosto con una temperatura media de 30 ºC. Diferentes 
factores ambientales tanto internos (peso, condiciones de salud…) como externos 
(temperatura y salinidad del agua, fotoperiodo, estación del año, densidad de peces en el 
cultivo…) pueden afectar tanto al estado inmunológico del pez, a la eficacia de la 
inmunización mediante diferentes vías y a otras funciones fisiológicas como el 
crecimiento o la reproducción (Panigrahi et al., 2007; Raida y Buchmann, 2008; Costas 
et al., 2011; Xu, G. et al., 2011; Jung et al., 2012; Stevens et al., 2017). Raida y 
Buchmann (2008) demostraron la importancia de la temperatura del agua cuando se 
inmunizaron ejemplares de trucha arcoíris. Además, Soto et al. (2014) relacionaron el 
efecto de la temperatura y el tamaño de los peces en la eficiencia de la vacunación de 





Resumen de la discusión y perspectivas futuras 
En el presente trabajo se han identificado los antígenos más reactivos de            
P. damselae subsp. piscicida Lg41,01 y V. harveyi Lg16.00 mediante la electroforesis 
bidimensional (Capítulo 1), a la vez que se han seleccionado y caracterizado algunas 
cepas con antígenos comunes frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y Vibrio 
harveyi Lg16.00 (Capítulo 2). Con la cepa seleccionada DCF12.2 de V. proteolyticus 
se realizaron ensayos in vivo (Capítulo 3), determinando la expresión génica de 
diversos genes relacionados con el estrés y la inmunidad, la protección frente a los 
patógenos, el título de anticuerpos en diferentes tejidos y la diversidad microbiana en el 
intestino y la piel. Por último se ha aportado información sobre el uso combinado del 
probiótico junto a una vacuna bivalente administrada por baño (Capítulo 4).  
Se realizó una selección a partir de 718 cepas bacterianas procedentes de peces 
sanos en base a su capacidad de dar reacción cruzada con los antisueros de los peces 
inmunizados con los patógenos P.damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi 
Lg16.00. Se seleccionaron 138 cepas, a las que se estudió su capacidad antagonista 
sobre el crecimiento de P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00. De 
estos estudios se detectaron 7 cepas que inhibían el crecimiento de P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01, 7 cepas que inhibían el crecimiento de V. harveyi Lg16.00 y 2 cepas 
que inhibían el crecimiento de ambos patógenos. Finalmente se comprobó mediante 
Western blot que cinco de ellas poseían antígenos que dieron reacciones cruzadas frente 
a ambos patógenos. Las bacterias se identificaron como Vibrio sp, Vibrio proteolyticus 
y Vibrio alginolyticus. 
Se demostró la inocuidad de estas cepas para los lenguados y su capacidad para 
generar reacciones cruzada frente a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01y V. harveyi 
Lg16.00. Esta última característica es interesante ya que plantea el uso de estos 
microorganismos como una posible vacuna viva para aplicar a los peces frente a los 
patógenos estudiados.  
De acuerdo las características analizadas, las cepas seleccionadas son propuestas 
como posibles probióticos ya que son capaces de inhibir in vitro a los patógenos, 
inocuas para el lenguado; capaces de inducir reacción cruzada frente P. damselae subsp. 




administración por bajo y por pienso en baño; resistentes la acción de la bilis y pH del 
sistema digestivo del pez; y sensibles a la mayoría de antimicrobianos. 
 Finalmente se seleccionó por V. proteolyticus DCF12.2 para estudiar su efecto 
sobre el sistema inmune innato y adaptativo del lenguado por presentar la cepa 
DCF12.2 una serie de características favorables: no ser patógena en lenguados, ser 
sensible a un amplio espectro de antibióticos, ser resistente a la acción de sales biliares y 
a un pH ácido, poseer capacidad antagónica frente P. damselae subsp. piscicida           
Lg 41.01 y V. harveyi Lg16.00 y, fundamentalmente, por presentar antígenos comunes 
con estos dos patógenos. 
Se administró V. proteolyticus DCF12.2 a los peces por baño, en el pienso y por 
vía intraperitoneal. Los resultados mostraron que esta cepa protegió frente P. damselae 
subsp piscicida Lg41.01 cuando se administró el probiótico por baño, mediante el 
pienso y por vía intraperitoneal. Además, V. proteolyticus DCF12.2 ofreció protección 
frente V. harveyi Lg16.00 cuando se administró el probiótico por vía intraperitoneal. 
Esta protección se correlacionó con la existencia de anticuerpos tanto en el suero como 
en la mucosa intestinal. 
 Por otra parte, el análisis de la expresión de los genes relacionados con la 
inmunidad mostró que la V. proteolyticus DFC12.2 moduló la respuesta inmunitaria 
humoral, celular y de genes relacionados con el estrés, siendo el gen NKEF (factor 
estimulador de Natural killer) el que experimentó un mayor incremento. 
Finalmente se estudió la eficacia de un tratamiento combinado por                      
V. proteolyticus DCF12.2 administrada por baño y una vacuna bivalente frente             
P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 y V. harveyi Lg16.00. 
La mayor protección frente a P. damselae subsp. piscicida se obtuvo por el uso 
combinado del probiótico y de la vacuna, mientras que no hubo efecto en peces 
infectados con V. harveyi Lg16.00.  
De los datos obtenidos tanto del capítulo 3 como del capítulo 4 se observa que 
la cepa DCF12.2 proporciona un cierto grado de protección frente a los patógenos 
utilizados. Esta protección podría estar relacionada con la capacidad de Vibrio 
proteolyticus DCF12.2 de inhibir el crecimiento de los patógenos P. damselae subsp 
piscicida y V. harveyi, inducir anticuerpos con reacción cruzada frente a los patógenos, 




En base a esto la cepa DFC12.2 de V. proteolyticus ha demostrado potencialidad 
como probiótico con capacidad de proteger y estimular la respuesta inmunitaria de 
lenguado, tanto específica como inespecífica. Sin embargo todavía no se ha podido 
demostrar una relación causa-efecto entre la existencia de antígenos comunes con los 
patógenos y la protección que confiere a los peces, por lo que serán necesarios estudios 
posteriores en esta vía. 
Este trabajo abre expectativas para el posterior uso de la cepa DFC12.2 de V. 
proteolyticus en acuicultura. Sin embargo, la Unión Europea aplica una normativa 
estricta en la evaluación de los probióticos para su posterior comercialización, ya que se 
deben proporcionar evidencias de la seguridad y eficacia del producto. Muchos de estos 
ensayos han sido desarrollados a lo largo de esta tesis. La caracterización y evaluación 
in vitro (inhibición de los patógenos, inocuidad en el pez objetivo, resistencia…) como 
in vivo para comprobar que existe un beneficio en el pez (De Azevedo y Braga, 2012) 
son algunos de los estudios que se deben seguir en la Unión Europea para el registro de 
complementos en piensos (Reglamento (CE) nº 1831/2003, Reglamento (CE) nº 
429/2008 y diversas directrices para la evaluación de aditivos para piensos) (Von Holst 
et al., 2016). El registro solo entraría en vigor una vez que la Autoridad Europea de 
Seguridad Alimentaria (EFSA) hubiera aprobado la eficiencia del probiótico, así como 
su seguridad en humanos, animales y el medio ambiente. Entre otros estudios que 
quedan por realizar en este trabajo serían pruebas de genotoxicidad y toxicidad oral en 
peces para excluir la posibilidad de que cuando el probiótico se acumula en el animal no 
constituya un riesgo para el consumidor (Anadón et al., 2006).  
También haría falta determinar su estabilidad génica y funcional para permitir 
una producción fiable a gran escala (Busch et al., 2004), ya que algunos estudios han 
demostrado que la capacidad de los probióticos para producir metabolitos 
antimicrobianos puede perderse debido al almacenamiento y el subcultivo (Vine et al., 
2006).  
Además sería necesario conocer si los probióticos son seguros para los 
trabajadores, y establecer el riesgo ambiental de liberar estos probióticos al medio 
ambiente (Anadón et al., 2006). Para facilitar su aprobación en el registro podría ser 
conveniente inactivar las bacterias, disminuyendo de esta manera los problemas 
sanitarios y los riesgos ambientales asociados con la liberación de organismos vivos. 




temperatura alta durante su fabricación. Al mismo tiempo, no requieren una cadena de 
almacenamiento en frío y, por lo general, tienen una vida útil más larga (Makinen et al., 
2012). En este caso sería necesario evaluar si la bacteria mantiene sus características 
probióticas cuando se administra inactivado en el pienso. 
Por otra parte, sería interesante probar la cepa seleccionada en otros peces. Ya 
que muchos probióticos no posee ningún tipo de relación específica con su hospedador 
(Austin et al., 1995; Gildberg y Mikkelsen, 1998; Gram et al., 1999; Irianto y Austin, 
2002; Tapia-Paniagua et al., 2012). 
 Los resultados de este trabajo abren nuevas vías de investigación, como 
corroborar los resultados obtenidos con la cepa potencialmente probiótica en modelos 
biológicos más complicados y en estudios con humanos. Una vacuna atenuada 
proporciona una mejor protección que las vacunas inactivadas, sin embargo pueden 
surgir algunos problemas como el de reversión a su forma virulenta (Minor, 2015). Sin 
embargo, esta tesis doctoral ha propuesto como alternativa a las vacunas atenuadas la 
utilización de probióticos con reacción cruzada, aunque todavía no existen resultados 
concluyentes al respecto Esto no significa que se encuentre una solución al problema de 
las vacunas atenuadas mediante la utilización de probióticos, pero los resultados 
prometen una contribución importante al desarrollo de estrategias efectivas para la 








































   
1. La inmunización de lenguados con V. harveyi Lg16.00 activa la producción de 
anticuerpos que reaccionan fundamentalmente con las proteínas maltoporina, 
fosfohidrolasa, porina, proteína de división celular FtsH, proteína 3-hidroxi-
isobutirato deshidrogenasa y una fosfatasa ácida. 
2. Cuando los lenguados se inmunizan con P. damselae subsp. piscicida Lg41.01 
los anticuerpos reaccionan fundamentalmente con metaloproteasa dependiente 
de ATP, proteína que confiere resistencia a telurito, nitrito reductasa, proteína 
antioxidante de la familia Ahp/CTSA y proteína con dominio de unión a ADN 
relacionada con el choque térmico.  
3. Se ha conseguido seleccionar 5 cepas con antígenos comunes frente a V. harveyi 
Lg16.00 y/o P. damselae subsp. piscicida Lg41.01. Sin embargo no se 
encontraron coincidencias entre las proteínas más reactivas observadas en estas 
cepas y las más reactivas en el caso de las cepas patógenas. A pesar de su 
semejanza antigénica con los patógenos, estas cepas han demostrado ser inocuas 
para los lenguados.  
4. Las cepas seleccionadas presentan capacidad antagónica frente a los patógenos 
ensayados. Además son sensibles a los antibióticos más usados en las 
piscifactorías, permanecen viables en agua de mar y solución salina a diferentes 
temperaturas, y sobrevivien a la liofilización, a un pH bajo y a altas 
concentraciones de bilis. Todas estas características hacen que puedan ser 
consideradas como cepas probióticas. 
5. De las cepas seleccionadas  Vibrio proteolyticus DCF12.2 es la más idónea para 
su potencial uso como probiótico, por su capacidad de inhibir tanto a V. harveyi 
Lg16.00 como a P. damselae subsp. piscicida Lg41.01, y producir reacciones 
cruzadas frente a los dos patógenos. 
6. La cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 posee capacidad inmunoestimuladora, ya 
que administrada a los lenguados activó la producción de anticuerpos y aumentó 
la expresión de genes relacionados con el sistema inmunitario, expresando de 
manera predominante el gen NKEF (factor potenciador de las “Natural killer”).  
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7. La cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 posee la capacidad de proteger a los 
lenguados frente a P. damselae subsp. piscicida en todas las condiciones 
ensayadas, mientras que solo ha mostrado capacidad protectora frente a V. 
harveyi cuando la cepa DCF12.2 es administrada por vía intraperitoneal 
8. La cepa Vibrio proteolyticus DCF12.2 administrada junto a una vacuna 
bivalente genera un efecto aditivo en la protección frente a P. damselae subsp. 
piscicida Lg41.01, sin embargo este efecto aditivo no se observó frente a V. 
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TSA salino (agar soja tripticasa) 
Agar TSA 40 g 
Agua destilada (Volumen final)  1000 mL 
Complemento 2 % Cloruro sódico  
 
Esterilizar a 121º C, 15 min. 
 
TSB salino (caldo soja tripticasa) 
Caldo TSB 30 g 
Agua destilada (Volumen final)  1000 mL 
Complemento de 2 % Cloruro sódico  
 
Esterilizar a 121º C, 15 min. 
 
Medio Agar Yema de Huevo (pH 7,3- 7,4) 
Triptona  5 g 
Extracto de levadura  5 g 
Glucosa  1 g  
Agar  15 g  
Solución de yema de huevo 5%  100 mL 
Agua destilada (Volumen final)  1000 mL 
Complemento de 2 % en Cloruro sódico  
 
*Solución de yema de huevo 5 %: Lavar huevos de gallina frescos durante 30 minutos 
en etanol 70 %. Dejar secar y abrir asépticamente. Bajo condiciones de esterilidad se 
separan la yema de la albúmina. Se mezclan homogéneamente 5 mL de yema de huevo 







Medio Agar Leche (Agar Caseína) (pH 7,2) 
Leche descremada  50 g 
TSA 40 g 
Agua destilada (Volumen final) 1000 mL 
Complemento de 2 % en Cloruro sódico  
 
Por un lado, disolver  50 g de leche descremada en polvo en 500 mL de agua destilada. 
Por otro, preparar una suspensión de 40 g de TSA en 500 mL de agua destilada. 
Calentar hasta disolver el agar. Esterilizar en recipientes separados la leche y el medio. 
Dejar enfriar a una temperatura de 60 ºC, aproximadamente y verter la leche sobre el 
agar. Mezclar bien y repartir en placas.  
 
Medio Agar almidón (pH 7,2 
TSA 40 g 
Almidón 4 g 
Agua destilada (Volumen final) 1000 mL 
Complemento de 2 % Cloruro sódico  
 
Esterilizar a 121º C, 15 min.  
 
Medio Gelatina (Frazier)  (pH 7,2) 
Peptona  10 g   
Cloruro sódico 5 g 
Extracto de carne  5 g  
Gelatina  4,8 g  
Agar 15 g 
Agua destilada (Volumen final) 1000 mL  
Complemento con 2 % en Cloruro sódico  
 
Esterilizar a 121º C, 15 min. 




Tampón fosfato salino (PBS) (pH 7,2) 
Cloruro sódico 8,8 g/L 
Fosfato potásico 0,28 g/L 
Fosfato disódico 0,7 g/L 
Agua químicamente pura (Volumen final) 1 L 
 
Tampón TAE (pH 7,4) 
Tris base  20 mM 
Acetato sódico 10 mM 
EDTA 0,5 mM 
 
Tampón TBE 0,5X (pH 8,0)  
Tris base  45 mM  
Ácido bórico  45 mM  
EDTA 1  mM 
 
Soluciones para electroforesis 
 
Tampón de Carrera Tris/Glicina/SDS  
Tris Base  25 mM  
Glicina  192 mM  
SDS  0,1 %  
Guardar a 4ºC.   
 
Tampón de muestra 2X  Laemmli  
SDS  4 % 
Glicerol        20 % 
2-Mercaptoetanol        10 % 
Azul de bromofenol 0,004 % 





Gel concentrador 4% 
Agua químicamente pura   3,65 mL 
40% Acrilamida 0,625 mL 
1M Tris-HCl pH 6,8  0,625 mL 
10% SDS  0,05 mL 
10% APS 0,05 mL 
TEMED 0,005 mL 
 
Gel separador 10% 
Agua químicamente pura   29,6 mL 
40% Acrilamida 18,75 mL 
1,5 M Tris-HCl pH8,8 18,75 mL 
10% SDS  0,75 mL 
10% APS 0,75 mL 
TEMED 30 uL 
 
Solución Stock de Hidratación 
Urea 7 M    
Tiorea 2 M  
Chaps 4 %   
DTT 50 mM   
Anfolitos 0,2 %  
Azul de Bromofenol 0,002 %   
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Tampón de equilibrio I 
Urea    6 M  
SDS    2 %  
Tris-HCL, pH 8,8      0,375 M  
Glicerol 20 %  
DTT    130 mM  
Azul de Bromofenol 0,002 %  
 
Tampón de equilibrio II 
Urea    6 M  
SDS    2 %  
Tris-HCL, pH 8,8      0,375 M  
Glicerol 20 %  
Iodoacetamida 130 mM  
Azul de Bromofenol 0,002 %  
 
Agarosa 
Tris Glicina SDS 100 mL 
Agarosa  0,5 %  
Azul de Bromofenol      0,002 %   
 
 
Soluciones para ELISA 
 
Solución de lavado (PBS-T)  
Tampón Fosfato Salino (PBS)  
Tween 20             0,25 % 
Conservación a 4ºC de temperatura  
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Solución bloqueante  
Tampón Fosfato Salino (PBS)  
Tween 20             0,25 % 
Leche desnatada en polvo 3 % 
Conservación a 4ºC de temperatura  
 
Solución PBS-T-BSA 
Tampón Fosfato Salino (PBS)  
Tween 20             0,25 % 
Albúmina sérica bovina (BSA) 3 % 
Conservación a 4ºC de temperatura  
 
 
Soluciones para Western blot 
 
Solución Equilibrado Western Blot  
Tris HCL 48 mM   
Glicina 39 mM   
SDS 0,037 %  
Metanol 20 %  
Conservación a 4ºC de temperatura   
 
Solución de lavado (PBS-T)  
Tampón Fosfato Salino (PBS)  
Tween 20             0,5 % 
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Solución bloqueante  
Tampón Fosfato Salino (PBS)  
Tween 20             0,5 % 
Leche desnatada en polvo 3 % 
Conserva a 4ºC en menos de 48 h  
 
Solución PBS-T-L 
Tampón Fosfato Salino (PBS)  
Tween 20             0,25 % 
Leche desnatada en polvo 3 % 
Conservación a 4ºC de temperatura  
 
 
Soluciones para la extracción de DNA 
 
Tampón de resuspensión  
1 M Tris-HCl pH 8  10 mL 
0,5 M EDTA pH 8 20 mL 
Agua químicamente pura (Volumen final) 100 mL 
 
Tampón de lisis 
1 M Tris-HCl pH 8  10 mL 
0,5 M EDTA pH 8 20 mL 
10% SDS  10 mL 








Soluciones para DGGE 
 
Tampón TAE 50x 
Tris base 242 g 
Ácido acético glacial 57,1 mL 
0.5 M EDTA (pH 8.0)  100 mL 
Agua químicamente pura  (Volumen final) 1 L  
 
Solución desnaturalizante 100% 
Urea 105,4 g 
40% acrilamida:bisacrilamida (37.5 : 1) 50 mL 
Formamida 100 mL 
50xTAE buffer 2,5 mL 
Glicerol 5 mL 
Agua químicamente pura  (Volumen final) 250 mL 
 
Solución desnaturalizante 0% 
Urea 105,4 g 
40% acrilamida:bisacrilamida (37.5 : 1) 50 mL 
50xTAE buffer 2,5 mL 
Glicerol 5 mL 
Agua químicamente pura  (Volumen final) 250 mL 
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Protocolo de tinción de plata (Proteínas) 
 
1- Fijación del gel en 50 % de metanol y 5 % de ácido acético durante 20 min 
2- Lavado gel en 50 % de metanol durante 10 min 
3- Lavado gel en agua toda la noche 
4- Sensibilización del gel en 0.02 % de tiosulfato de sodio durante 1 min 
5- Lavado del gel en agua durante 1 min 
6- Lavado del gel en agua durante 1 min 
7- Incubación del gel en 0.1 % de nitrato de plata durante 20 min a 4 ºC 
8- Lavado del gel en agua durante 1 min 
9- Cambio de la bandeja de tinción 
10- Lavado del gel en agua durante 1 min 
11- Revelado del gel en 0,04 % de formalina y 2 % de carbonato de sodio 
12- Finalización del revelado con una solución al 5 % de ácido acético 
13-  Dejar el gel a 4 ºC en una solución al 1 % de ácido acético 
 
 
Protocolo de tinción de plata (DGGE) 
  
1- Fijación del gel en 10 % de etanol y 0,5 % de ácido acético durante 5 min en frio 
2- Sensibilización del gel en 0,15 % de nitrato de plata y 0,15 % formaldehido durante 
6-7 min a temperatura ambiente 
3- Lavado del gel en agua durante 10-15 s 
4- Revelado del gel en 1,5 % de hidróxido de sodio y 0,2% de formaldehido, durante 3-
5 min a temperatura ambiente 






Protocolo de tinción con el método AEC (3-amino-9-etilcarbazol) 
 
1- Añadir 5 gotas de 1 % AEC (diluido en N, N dimetilformamida) a 5 mL de tampón 
acetato 0.05 M pH 5,5 y mezclar bien. 
2- Añadir  5 gotas  de peróxido de hidrógeno 0,3 % a la solución anterior y mezclar 
bien. 
3- Incubar durante 10-15 min 
4- Detener reacción con agua destilada 
 
 
Solución de tinción Coomasie 
Azul Coomasie G-250  0,02 %  
Sulfato de aluminio 18 hidratado 5 % 
Etanol (96%) 10 % 
Ácido fosfórico (85 %) 2 % 
 
Solución de desteñido  
Etanol (96 %) 10 % 
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Cepas utilizadas en los ensayos de Dot blot, especies bacterianas y origen del aislamiento.  
Cepas Especie bacteriana Origen de aislamiento 
6 Vibrio harveyi  
227 V. harveyi  
11ACE  Acedía (Dicologlossa cuneata) 
12ACE  Acedía (D. cuneata) 
13ACE  Acedía (D.a cuneata) 
14A23_5_11  Piel de dorada (Sparus aurata) 
14ACE  Acedía (D. cuneata) 
14B23_5_11  Piel de dorada (S. aurata) 
16.99 V. harveyi  
16ACE  Acedía (D. cuneata) 
17ACE  Acedía (D. cuneata) 
18ACE  Acedía (D. cuneata) 
19ACE  Acedía (D. cuneata) 
1A12-4-11  Piel de dorada (S. aurata) 
1ACE  Acedía (D. cuneata) 
1B27_6_11  Piel de dorada (S. aurata) 
1C12_4_11  Piel de dorada (S. aurata) 
20ACE  Acedía (D. cuneata) 
21ACE  Acedía (D. cuneata) 
22ACE  Acedía (D. cuneata) 
23ACE  Acedía (D. cuneata) 
24ACE  Acedía (D. cuneata) 
25ACE  Acedía (D. cuneata) 
26ACE  Acedía (D. cuneata) 
27ACE  Acedía (D. cuneata) 
28ACE  Acedía (D. cuneata) 
29ACE  Acedía (D. cuneata) 
2A23-5-11  Piel de dorada (S. aurata) 
2A28_6_11  Piel de dorada (S.aurata) 
2ACE  Acedía (D. cuneata) 
2B5-10-11  Piel de dorada (S. aurata) 
2E12_4_11  Piel de dorada (S. aurata) 
30ACE  Acedía (D. cuneata) 
32ACE  Acedía (D. cuneata) 
33ACE  Acedía (D. cuneata) 
34ACE  Acedía (D. cuneata) 
36ACE  Acedía (D. cuneata) 
37ACE  Acedía (D. cuneata) 
38ACE  Acedía (D. cuneata) 
39ACE  Acedía (D. cuneata) 
3A5-10-11  Piel de dorada (S. aurata) 
3B5_10_11  Piel de dorada (S. aurata) 
3c 05/10/2011  Piel de dorada (S. aurata) 
3C12_4_11  Piel de dorada (S. aurata) 
3C23_5_11  Piel de dorada (S. aurata) 





Cepas utilizadas en los ensayos de Dot blot (cont. 2) 
Cepas Especie bacteriana Origen de aislamiento 
41ACE  Acedía (D. cuneata) 
42ACE  Acedía (D. cuneata) 
43ACE  Acedía (D. cuneata) 
44ACE  Acedía (D. cuneata) 
45ACE  Acedía (D. cuneata) 
46ACE  Acedía (D. cuneata) 
47ACE  Acedía (D. cuneata) 
48.01 V.harveyi  
48ACE  Acedía (D. cuneata) 
49ACE  Acedía (D. cuneata) 
4ACE  Acedía (D. cuneata) 
4B27-6-11  Piel de dorada (S. aurata) 
50ACE  Acedía (D. cuneata) 
51ACE  Acedía (D. cuneata) 
52ACE  Acedía (D. cuneata) 
53ACE  Acedía (D. cuneata) 
54ACE  Acedía (D. cuneata) 
55ACE  Acedía (D. cuneata) 
56ACE  Acedía (D. cuneata) 
57ACE  Acedía (D. cuneata) 
5A12_4_11  Piel de dorada (S. aurata) 
5A5-10-11  Piel de dorada (S. aurata) 
5ACE  Acedía (D. cuneata) 
5B5-10-11  Piel de dorada (S. aurata) 
5C1_4_11  Piel de dorada (S. aurata) 
5C12-4-11  Piel de dorada (S. aurata) 
5C26-5-11  Piel de dorada (S. aurata) 
60ACE  Acedía (D. cuneata) 
61ACE  Acedía (D. cuneata) 
62ACE  Acedía (D. cuneata) 
63ACE  Acedía (D. cuneata) 
6A_27_6_11  Piel de dorada (S. aurata) 
6A12-4-11  Piel de dorada (S. aurata) 
6A26-5-11  Piel de dorada (S. aurata) 
6ACE  Acedía (D. cuneata) 
6B23-5-11  Piel de dorada (S. aurata) 
6B27_6_11  Piel de dorada (S. aurata) 
6C26-5-11  Piel de dorada (S. aurata) 
6D25-6-11  Piel de dorada (S. aurata) 
6D26-5-11  Piel de dorada (S. aurata) 
70M3 V. harveyi  
7A27_6_11  Piel de dorada (S. aurata) 
7ACE  Acedía (D. cuneata) 
8A12_4_11  Piel de dorada (S. aurata) 
8A12-4-11  Piel de dorada (S. aurata) 
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Cepas utilizadas en los ensayos de Dot blot (cont. 3) 
Cepas Especie bacteriana Origen de aislamiento 
8A28_6_11  Piel de dorada (S. aurata) 
8B12-4-11  Piel de dorada (S. aurata) 
8B28_6_11  Piel de dorada (S. aurata) 
8C26-5-11  Piel de dorada (S. aurata) 
9A27_6_11  Piel de dorada (Sparus aurata) 
9ACE  Acedía (D. cuneata) 
9B23_5_11  Piel de dorada (Sparus aurata) 
9H26_5_11  Piel de dorada (Sparus aurata) 
A035 Vibrio algynoliticus Dorada (Sparus aurata) 
A347 Aeromonas salmonicida  
A351 Aeromonas sobria  
ATTCC29690 Photobacterium  
AZ222 V. harveyi  
AZ225.2 V. harveyi  
BA130 V. alginolyticus  
Bacillus subtilis Bacillus subtilis  
CANB V. algynoliticus Dorada (S. aurata) 
CECT4344 Vibrio anguillarum  
CECT522 V. anguillarum  
CECT525 V. harveyi  
D1.99 
Photobacterium damselae subsp 
piscicida 
 
D11.00  Dorada (S. aurata) 
D16.99 V. harveyi Dorada (S. aurata) 
D27.98  Dorada (S. aurata) 
D29.03  Dorada (S. aurata) 
D29.98  Dorada (S. aurata) 
D30.98 Vibrio sp.  
D31.98  Dorada (S. aurata) 
D35.01  Dorada (S. aurata) 
D35.98 V. anguillarum  
D84.98  Dorada (S. aurata) 
DB17.99  Dorada (S. aurata) 
DBASC2.98 Flavobacterium  
DBASC3.98 Bac+  
DBASC4.98 V. anguillarum  
DBASE2.98  Dorada (S. aurata) 
DBH8.97  Hígado de dorada (S. aurata) 
DC10.R3 Vibrio sp Dorada (S. aurata) 
DC12R9 V. anguillarum Dorada (S. aurata) 
DC26F3  Acedía (D. cuneata) 
DC26F6  Acedía (D. cuneata) 
DC26F7  Acedía (D. cuneata) 
DC26T2  Acedía (D. cuneata) 
DC26T5  Acedía (D. cuneata) 
DC26T6  Acedía (D. cuneata) 




Cepas utilizadas en los ensayos de Dot blot (cont. 4) 
Cepas Especie bacteriana Origen de aislamiento 
DC26T8  Acedía (D. cuneata) 
DC26T9  Acedía (D. cuneata) 
DC7R1 Vibrio sp. Dorada (S. aurata) 
DC7R9 Vibrio sp Dorada (S. aurata) 
DCF12.1  Acedía (D. cuneata) 
DCF12.10  Acedía (D. cuneata) 
DCF12.2  Acedía (D. cuneata) 
DCF12.3  Acedía (D. cuneata) 
DCF12.4  Acedía (D. cuneata) 
DCF12.5 Vibrio sp. Acedía (D. cuneata) 
DCF12.6  Acedía (D. cuneata) 
DCF12.7  Acedía (D. cuneata) 
DCF12.9  Acedía (D. cuneata) 
DCF16.1  Acedía (D. cuneata) 
DCF16.10  Acedía (D. cuneata) 
DCF16.2  Acedía (D. cuneata) 
DCF16.3  Acedía (D. cuneata) 
DCF16.4  Acedía (D. cuneata) 
DCF16.5  Acedía (D. cuneata) 
DCF16.6  Acedía (D. cuneata) 
DCF16.7  Acedía (D. cuneata) 
DCF16.8  Acedía (D. cuneata) 
DCF16.9  Acedía (D. cuneata) 
DCF18.1  Acedía (D. cuneata) 
DCF18.10  Acedía (D. cuneata) 
DCF18.11 Vibrio sp (parah.natri.algyn) Acedía (D. cuneata) 
DCF18.2  Acedía (D. cuneata) 
DCF18.3  Acedía (D. cuneata) 
DCF18.4  Acedía (D. cuneata) 
DCF18.5  Acedía (D. cuneata) 
DCF18.6  Acedía (D. cuneata) 
DCF18.7 Vibrio sp (parah.natri.algyn) Acedía (D. cuneata) 
DCF18.8 Vibrio sp (parah.natri.algyn) Acedía (D. cuneata) 
DCF18.9 Chromobacterium Acedía (D. cuneata) 
DCF21.10  Acedía (D. cuneata) 
DCF21.7  Acedía (D. cuneata) 
DCF21.8  Acedía (D. cuneata) 
DCF21.9  Acedía (D. cuneata) 
DCF26F2  Acedía (D. cuneata) 
DCF6.1  Acedía (D. cuneata) 
DCF6.10  Acedía (D. cuneata) 
DCF6.2  Acedía (D. cuneata) 
DCF6.3  Acedía (D. cuneata) 
DCF6.4  Acedía (D. cuneata) 
DCF6.5  Acedía (D. cuneata) 
DCF6.6  Acedía (D. cuneata) 
DCF6.7  Acedía (D. cuneata) 
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Cepas utilizadas en los ensayos de Dot blot (cont. 5) 
Cepas Especie bacteriana Origen de aislamiento 
DCF6.8  Acedía (D. cuneata) 
DCF6.9  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.1  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.10  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.11  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.2  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.2  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.3  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.4  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.5  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.5  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.6  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.7  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.8  Acedía (D. cuneata) 
DCT12.9  Acedía (D. cuneata) 
DCT16.1  Acedía (D. cuneata) 
DCT16.10  Acedía (D. cuneata) 
DCT16.11  Acedía (D. cuneata) 
DCT16.2  Acedía (D. cuneata) 
DCT16.3  Acedía (D. cuneata) 
DCT16.4  Acedía (D. cuneata) 
DCT16.5  Acedía (D. cuneata) 
DCT16.6  Acedía (D. cuneata) 
DCT16.7  Acedía (D. cuneata) 
DCT16.8  Acedía (D. cuneata) 
DCT16.9  Acedía (D. cuneata) 
DCT18.1  Acedía (D. cuneata) 
DCT18.10 Vibrio sp (parah.natri.algyn) Acedía (D. cuneata) 
DCT18.2  Acedía (D. cuneata) 
DCT18.3  Acedía (D. cuneata) 
DCT18.4  Acedía (D. cuneata) 
DCT18.6  Acedía (D. cuneata) 
DCT18.7  Acedía (D. cuneata) 
DCT18.8  Acedía (D. cuneata) 
DCT18.9 Vibrio sp (parah.natri.algyn) Acedía (D. cuneata) 
DCT21.1  Acedía (D. cuneata) 
DCT21.10  Acedía (D. cuneata) 
DCT21.2  Acedía (D. cuneata) 
DCT21.3  Acedía (D. cuneata) 
DCT21.4  Acedía (D. cuneata) 
DCT21.5  Acedía (D. cuneata) 
DCT21.6  Acedía (D. cuneata) 
DCT21.7  Acedía (D. cuneata) 
DCT21.8  Acedía (D. cuneata) 
DCT21.9  Acedía (D. cuneata) 




Cepas utilizadas en los ensayos de Dot blot (cont. 6) 
Cepas Especie bacteriana Origen de aislamiento 
DCT6.10  Acedía (D. cuneata) 
DCT6.2  Acedía (D. cuneata) 
DCT6.4  Acedía (D. cuneata) 
DCT6.5  Acedía (D. cuneata) 
DCT6.6  Acedía (D. cuneata) 
DCT6.7  Acedía (D. cuneata) 
DCT6.9  Acedía (D. cuneata) 
DH10.97 V.alginolyticus Hígado de dorada (S. aurata) 
DH10.99  Hígado de dorada (S. aurata) 
DH19.99  Hígado de dorada (S. aurata) 
DH26.98 Photobacterium damselae Hígado de dorada (S. aurata) 
DH33.01  Hígado de dorada (S. aurata) 
DH34.01  Hígado de dorada (S. aurata) 
DH35.01  Hígado de dorada (S. aurata) 
DH36.01 Flexibacter Hígado de dorada (S. aurata) 
DH37.01  Hígado de dorada (S. aurata) 
DH5.01  Hígado de dorada (S. aurata) 
DH5.99  Hígado de dorada (S. aurata) 
DH55.02  Hígado de dorada (S. aurata) 
DH8.98  Hígado de dorada (S. aurata) 
DHB8.98 V. alginolyticus Hígado de dorada (S. aurata) 
DI21  Dorada (S. aurata) 
DI21S  Dorada (S. aurata) 
DI2A  Dorada (S. aurata) 
DP1HE2 V. harveyi Dorada (S. aurata) 
DP1HE21915  Dorada (S. aurata) 
DP1HE3  Dorada (S. aurata) 
DP1HE4A V. alginolyticus Dorada (S. aurata) 
DP2H6 V. harveyi Dorada (S. aurata) 
DR  Dorada (S. aurata) 
DR5.2 V. harveyi Dorada (S. aurata) 
DR6.01  Dorada (S. aurata) 
DU2.01  Dorada (S. aurata) 
DU3.01  Dorada (S. aurata) 
DU4.01  Dorada (S. aurata) 
E.coli 13705 E.coli 13705  
ENTF-OU Enterococcus faecium  
ERITROBACTER Eritrobacter sp  
Flexibacter sp. Flexibacter sp.  
L.ANGILLARUM V. anguillarum  
L.JOHNSONI Lactobacillus johnsonii  
LBRQ30.10  
Riñón/Bazo de lenguado (Solea 
senegalensis) 
LG12.00 V. harveyi Lenguado (S. senegalensis) 
LG16.00 V. harveyi Lenguado (S. senegalensis) 
LG17.00 V. anguillarum Lenguado (S. senegalensis) 
LG173.02  Lenguado (S. senegalensis) 
 




Cepas utilizadas en los ensayos de Dot blot (cont. 7) 
Cepas Especie bacteriana Origen de aislamiento 
LG1C65.02  Lenguado (S. senegalensis) 
LG22.03  Lenguado (S. senegalensis) 
LG38.01  Lenguado (S. senegalensis) 
LG38.98 Streptococcus. sp Lenguado (S. senegalensis) 
LG39.98 V. anguillarum Lenguado (S. senegalensis) 
LG4.03  Lenguado (S. senegalensis) 
LG40.98  Lenguado (S. senegalensis) 
LG41.01 P. damselae subsp. piscicida Lenguado (S. senegalensis) 
LG41.98  Lenguado (S. senegalensis) 
LG6.00  Lenguado (S. senegalensis) 
LG65.02 Vibrio sp. Lenguado (S. senegalensis) 
LG66.02  Lenguado (S. senegalensis) 
LG74.02  Lenguado (S. senegalensis) 
LG75.02  Lenguado (S. senegalensis) 
LG77.02  Lenguado (S. senegalensis) 
LGB1.05  Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGB14.01  Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGB27.02  Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGB28.01  Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGB29.01  Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGB30.01  Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGB32.03  Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGB53.02  Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGB6.02  Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGB61.02 V.harveyi Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGB7.05  Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGB78.02 P.damselae Bazo de lenguado (S. senegalensis) 
LGH V.ALGIN  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH/00  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH21.01  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH21.03  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH24.01  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH28.01  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH37.03  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH40.03  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH46.01  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH6.05  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH60.02 V.harveyi Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH60.02  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH67.02  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGH69.02  Hígado de lenguado (S. senegalensis) 
LGLL63.02 V.harveyi Lenguado (S.senegalensis) 
LGR1.03  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 





Cepas utilizadas en los ensayos de Dot blot (cont. 8) 
Cepas Especie bacteriana Origen de aislamiento 
LGR11.02  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR13.01  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR17.01  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR18.01  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR2.05  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR31.01  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR32.03  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR38.03  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR39.01  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR5.05  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR52.02  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR53.01  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR54.02  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR62.02  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR66.02  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR70.02  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR70.12  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR72  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR76.00  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGR9.01  Riñón de lenguado (S. senegalensis) 
LGU12.01  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU15.01  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU16.01  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU19.01  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU20.01  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU20.03  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU23.01  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU25.01  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU26  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU26.01  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU27.01  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU32.01  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU34.03 V. harveyi Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU4.00  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU45.01  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU47.01 V.parahaemolyticus Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU3.05  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LGU5.00  Úlcera de lenguado (S. senegalensis) 
LH25.98 Vibrio sp  
LL12.98 Vibrio alginolyticus  
LL13.98 Staphylococcus  
LL14.98 Micrococcus  
LL16.98 Bacilo+  
LL9.98 Vibrio sp.  
 
 
Anexo 4. Cepas utilizadas 
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Cepas utilizadas en los ensayos de Dot blot (cont. 9) 
Cepas Especie bacteriana Origen de aislamiento 
MICROCOCCUS Micrococcus sp.  
P12 Pseudoalteromonas  
P15 Pseudoalteromonas  
P44 Chromobacterium  
P53 Pseudoalteromonas  
PDP1  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP10  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP11 Shewanella putrefaciens Piel de dorada (S. aurata) 
PDP12  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP13 Shewanella putrefaciens Piel de dorada (S. aurata) 
PDP14  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP15  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP16  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP2  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP3  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP4  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP5  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP6  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP7  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP8  Piel de dorada (S. aurata) 
PDP9  Piel de dorada (S. aurata) 
PP1 Photobacterium damselae  
S.TIPHI Salmonella typhimurium  
TW493.02 V. harveyi  
V.ALGIN. V. algynoliticus  
V.VULNIF Vibrio vulnificus  
VA1 V.alginolyticus  
Vibrio alginolyticus V. alginolyticus  
Vibrio fisheri Vibrio fisheri  
Vibrio 
parahaemolyticus 
V. parahaemolyticus  








Cepas utilizadas en los ensayos de Dot blot con identidad  y origen desconocido 
1 2 14 15 20 25 
26 30 41 42 43 44 
45 46 47 48 49 50 
52 53 54 55 56 57 
58 59 60 61 62 162 
204 222 234 234 1376 4246 
35103 137106 ?.98 02.G.L 10.04 10.64 
10PINO 11.04 12.01 12.04 128-2 12PINO 
13.01 13.04 13PINO 14.01 14.04 14PINO 
15ACE 15PINO 16.01 16.94 16PINO 17PINO 
18PINO 19PINO 1PINO 2.04 20PINO 21PINO 
22PINO 23PINO 24PINO 25.01 25PINO 26.01 
265-1 26PINO 27.98 27PINO 28PINO 29PINO 
2PINO 30PINO 31PINO 32PINO 33.01 33PINO 
34.03 34PINO 35PINO 36.03 36PINO 37PINO 
38PINO 39.03 39PINO 3PINO 4.04 41.03 
41PINO 42.03 42PINO 43.03 43PINO 44.03 
44PINO 45.03 45PINO 46.03 46PINO 47.03 
47PINO 48.04 48PINO 49.03 4983-1X 49PINO 
4PINO 5.04 50.03 50PINO 51.03 51PINO 
52.03 52.5 52PINO 53.03 53PINO 54.03 
54PINO 55.03 55PINO 56PINO 57PINO 58PINO 
59PINO 5PINO 6.04 6.8 60PINO 61PINO 
62PINO 6PINO 7.01 7.04 73.02 75.02 
7PINO 8.04 80M12 8PINO 9PINO AZ204.2 
AZ227 B1 B11 B32 B48 B52 
B6 CB1 CB2 CB3 CGCT CH10.01 
CH11.01 DB13.99 DB56.02 DB6.98 DBASC1.98 DBASE3.98 
ERM FLAVOB.1.3.00 FLEXI.P65031 G2P H1 H6 
HB19 INT1 INT2 INT3 INT4 J-1/08 
J-2/08 L6.99 LB18.99 LB8.03 LBR10.99 LH14.00 
LH22.98 LH23.98 LH24.98 LH27.03 LH28.03 LH29.03 
LH8.01 LL1.03 LL10.98 LL11.98 LL15.03 LL2.03 
LL2.98 LL25.03 LL26.03 LL3.03 LL3.98 LN5.03 
LN7.03 LR4.03 LR6.03 LR9.03 LS1 LU7.01 
LV1 LV5(1) LVH(1) M93SR P1 P13 
P16 P17 P17 P18 P19 P21 
P22 P23 P24 P25 P26 P27 
P28 P29 P3 P30 P32 P34 
P36 P37 P38 P39 P5 P54 
P57 P59 P67 P8 PD51G PDB 
PDB1 PDB2 PDB3 PDB4 PDI1 PDI2 
PDI3 PDI4 PDI6 PDI7 PLI1 PLI2 
PLI3 PLI4 PLP1 PLP2 PLP3 PLP4 
PLP5 PLP6 PLP7 PLP8 PP5 PP7 
PP8 PP8H PS.AER.21.9 PS1 PSW10 PSW2 
PSW3 PSW4 PSW5 PSW6 PSW7 PSW8 
PSW9 R1M2 R6 RPH543.1 RPH549.1 S1M1 
S1M2 S1M3 S1M4 S1M5 S1M6 S2B1 
S2B3 S2B4 S2M1 S2M2 S2M3 S2R1 
S3M1 S3R1 S3R2 S3R3 SBR2 SBR3 
SBR4 SBR5 V1B571 VAC613 VB56.02 VIBRIO L2 
VIBRIO V2 VSP1 VSP2 VSP7 WPY13.7.1.00 XC24.10 
XCPUC XM19 XSTS YM19SW YMH  




Porcentaje de semejanza de señal entre cada una de las cepas respecto a los controles positivos (en unos 
casos V. harveyi Lg16.00 y en otros P. damselae subsp. piscicida Lg41.01). 






1A12-4-11 115,49 21,84 
1 82,45 35,74 
2 8,77 7,20 
2,04 23,45 42,17 
4,04 28,17 35,29 
5,04 15,09 16,94 
6 16,83 40,60 
6,04 99,09 55,57 
6,8 43,47 51,54 
7,01 12,09 27,18 
7,04 55,77 68,56 
8,04 72,69 45,63 
10,04 10,37 92,21 
10,64 70,19 44,54 
11,04 21,49 116,60 
12,01 92,91 54,65 
12,04 95,92 61,21 
13,01 49,51 62,78 
13,04 67,19 54,50 
14 51,24 50,87 
14,01 60,64 53,24 
14,04 15,83 23,31 
15 14,52 49,27 
16,01 109,39 73,64 
16,94 18,50 44,11 
16,99 12,73 29,68 
20 123,32 31,94 
25 18,16 2,06 
25,01 109,49 60,44 
26 30,96 42,49 
26,01 51,85 54,09 
27,98 0,04 0,29 
30 14,35 24,06 
33,01 54,31 55,39 
34,03 85,78 62,38 
36,03 49,07 51,78 
39,03 51,46 39,91 
41 61,31 24,81 
41,03 80,56 45,97 
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42 115,89 35,50 
42,03 1,18 5,88 
43 91,08 46,27 
43,03 22,75 6,97 
44 133,42 16,20 
44,03 0,268 0 
45 0 32,20 
45,03 2,30 1,71 
46 6,13 28,47 
46,03 370 0,07 
47 8,90 3,65 
47,03 30,08 12,81 
48 48,06 27,45 
48,01 81,74 50,09 
48,04 114,60 7,33 
49 4,10 25,54 
49,03 17,96 12,26 
50 0 5,51 
50,03 17,14 13,81 
51,03 29,28 40,62 
52 36,01 36,27 
52,03 42,39 40,44 
52,5 52,95 38,31 
53 28,39 27,18 
53,03 18,05 17,05 
54 54,74 51,13 
54,03 33,31 12,85 
55 0,00 19,35 
55,03 29,82 14,33 
56 9,94 28,97 
57 28,38 0,01 
58 70,96 4,65 
59 12,24 27,25 
60 1,18 17,39 
61 12,25 39,78 
62 36,36 52,48 
73,02 74,17 4,19 
75,02 0,00 0,00 
162 138,49 27,51 
204 76,62 10,44 
222 22,10 56,13 
227 42,15 44,63 
234 126,71 67,14 
234 42,05 29,04 
1376 19,57 0,06 




4246 18,00 34,76 
35103 53,64 0,02 
137106 1,00 7,63 
?,98 58,08 45,35 
02,G,L 18,99 11,16 
10PINO 75,71 9,08 
11ACE 58,11 17,45 
128-2 57,59 39,89 
12ACE 54,54 0,09 
12PINO 51,25 7,29 
13ACE 53,10 14,15 
13PINO 57,86 5,62 
14A23_5_11 7,02 18,96 
14ACE 31,04 12,58 
14B23_5_11 33,41 21,55 
14PINO 50,09 32,18 
15ACE 0,00 1,16 
15PINO 66,83 18,72 
16ACE 62,46 35,23 
16PINO 21,41 33,96 
17ACE 64,54 42,31 
17PINO 24,57 26,44 
18ACE 51,68 33,22 
18PINO 34,84 8,65 
19ACE 35,67 0,01 
19PINO 51,15 31,11 
1ACE 29,02 21,01 
1B27_6_11 52,39 15,33 
1C12_4_11 96,30 18,73 
1PINO 87,71 29,70 
20ACE 63,17 2,50 
20PINO 31,82 27,23 
21ACE 34,95 3,24 
21PINO 17,25 14,07 
22ACE 23,73 10,20 
22PINO 16,16 20,75 
23ACE 17,83 3,34 
23PINO 5,56 5,90 
24ACE 21,85 4,46 
24PINO 9,49 7,86 
25ACE 17,29 0,51 
25PINO 16,50 11,53 
265-1 25,22 1,25 
26ACE 13,49 0,00 
26PINO 21,70 13,67 
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27ACE 80,25 200,15 
27PINO 48,72 34,77 
28ACE 51,59 44,66 
28PINO 48,69 46,46 
29ACE 23,40 5,55 
29PINO 57,22 8,93 
2A23-5-11 0,00 22,05 
2A28_6_11 79,49 12,55 
2ACE 0,00 0,00 
2B5-10-11 17,29 15,22 
2E12_4_11 83,42 21,25 
2PINO 7,37 0,37 
3 c05/10/2011 76,54 6,65 
3 pino 0,00 0,00 
30ACE 11,49 0,26 
30PINO 11,68 8,43 
31PINO 33,07 28,79 
32ACE 48,30 21,54 
32PINO 43,90 28,12 
33ACE 23,70 22,51 
33PINO 12,94 29,62 
34ACE 5,96 23,19 
34PINO 12,61 31,68 
35PINO 49,22 32,70 
36ACE 24,67 36,11 
36PINO 49,77 66,07 
37ACE 29,36 17,19 
37PINO 40,20 65,93 
38ACE 27,06 27,34 
38PINO 40,32 50,18 
39ACE 23,30 23,00 
39PINO 36,82 53,82 
3A5-10-11 25,82 3,03 
3B5_10_11 36,45 0,05 
3C12_4_11 69,77 0,72 
3C23_5_11 91,71 17,00 
3E12_4_11 27,87 7,96 
41ACE 37,46 22,08 
41PINO 40,82 34,50 
42ACE 41,98 30,11 
42PINO 44,24 45,20 
43ACE 47,24 43,57 
43PINO 43,54 63,48 
44ACE 55,91 31,84 
44PINO 60,86 73,31 




45ACE 31,33 27,52 
45PINO 41,67 57,78 
46ACE 36,70 31,08 
46PINO 44,09 29,87 
47ACE 34,51 32,52 
47PINO 35,67 37,60 
48ACE 26,40 10,51 
48PINO 35,51 40,56 
4983-1X 67,25 0,77 
49ACE 16,90 36,30 
49PINO 37,89 43,74 
4ACE 5,20 8,74 
4B27-6-11 101,17 20,76 
4PINO 57,42 39,77 
50ACE 28,23 21,70 
50PINO 60,40 20,09 
51ACE 49,52 44,83 
51PINO 52,23 26,47 
52ACE 43,73 29,31 
52PINO 43,89 32,04 
53ACE 33,68 5,55 
53PINO 45,15 4,89 
54ACE 45,40 37,38 
54PINO 44,18 69,70 
55ACE 11,16 8,44 
55PINO 66,27 27,60 
56ACE 34,10 140,39 
56PINO 92,30 18,14 
57ACE 19,06 18,26 
57PINO 82,59 20,03 
58PINO 146,49 36,33 
59PINO 63,03 46,76 
5A12_4_11 73,45 4,12 
5A5-10-11 3,04 1,43 
5ACE 37,10 0,03 
5B5-10-11 13,52 37,11 
5C1_4_11 120,76 1,42 
5C12-4-11 0,00 35,34 
5C26-5-11 155,35 24,98 
5PINO 44,67 21,65 
60ACE 35,24 35,14 
60PINO 42,76 8,87 
61ACE 29,02 18,48 
61PINO 55,88 6,50 
62ACE 20,55 17,05 
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62PINO 45,42 27,73 
63ACE 13,18 12,40 
6A_27_6_11 40,39 13,77 
6A12-4-11 322,56 15,87 
6A26-5-11 99,50 5,45 
6ACE 48,66 1,29 
6B23-5-11 0,00 34,04 
6B27_6_11 114,41 1,50 
6C26-5-11 0,00 28,65 
6D25-6-11 0,00 2,45 
6D26-5-11 0,00 25,08 
6PINO 35,55 1,16 
70M3 60,68 40,11 
7A27_6_11 174,24 8,83 
7ACE 31,79 0,21 
7PINO 61,85 29,79 
80M12 52,09 38,80 
8A12_4_11 58,32 58,98 
8A12-4-11 0,00 4,38 
8A28_6_11 111,81 36,96 
8B12-4-11 0,00 11,93 
8B28_6_11 61,65 22,28 
8C26-5-11 0,00 7,70 
8PINO 95,71 42,72 
9A27_6_11 112,81 1,79 
9ACE 130,74 42,35 
9B23_5_11 35,29 2,89 
9H26_5_11 47,66 22,60 
9PINO 39,72 2,26 
A035 17,32 40,96 
A347 42,49 26,39 
A351 4,51 22,92 
ATTCC29690 22,74 66,98 
AZ204,2 41,25 0,92 
AZ222 52,29 52,20 
AZ225,2 23,80 19,33 
AZ227 23,12 35,08 
B,SUBTILIS 82,59 47,86 
B1 15,03 25,62 
B11 31,16 36,37 
B32 9,10 66,80 
B48 38,68 82,34 
B52 43,59 16,12 
B6 45,81 45,14 
BA130 68,58 100,18 




CANB 47,74 22,45 
CB1 15,24 3,08 
CB2 36,08 37,43 
CB3 38,41 27,56 
CECT4344 9,05 17,27 
CECT522 14,04 26,04 
CECT525 69,05 53,25 
CGCT 66,37 55,96 
CH10,01 14,17 4,72 
CH11,01 7,54 2,22 
D1,99 2,63 0,38 
D11,00 77,85 0,59 
D16,99 24,85 36,72 
D27,98 67,39 44,60 
D29,03 73,28 8,25 
D29,98 0,00 22,27 
D30,98 62,34 32,85 
D31,98 0,00 0,42 
D35,01 21,18 63,71 
D35,98 63,92 10,84 
D84,98 54,52 36,00 
DB13,99 11,04 2,18 
DB17,99 0,00 0,90 
DB56,02 11,43 21,83 
DB6,98 17,65 28,34 
DBASC1,98 33,99 68,74 
DBASC2,98 11,04 14,25 
DBASC3,98 0,03 0,04 
DBASC4,98 3,98 1,22 
DBASE2,98 73,24 24,46 
DBASE3,98 10,72 15,99 
DBH 8,97 50,24 33,22 
DBH8,97 83,08 22,24 
DC10,13 91,73 67,39 
DC12R9 6,52 21,74 
DC26F3 38,39 27,26 
DC26F6 31,30 22,72 
DC26F7 39,23 6,02 
DC26T2 12,79 66,86 
DC26T5 66,06 49,42 
DC26T6 53,42 34,68 
DC26T7 47,94 37,94 
DC26T8 66,65 41,46 
DC26T9 60,68 60,28 
DC7R1 0,37 20,73 
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DC7R9 0,00 0,01 
DCF12,1 26,68 30,29 
DCF12,10 58,65 127,01 
DCF12,2 75,66 178,73 
DCF12,3 20,81 24,28 
DCF12,4 49,83 16,99 
DCF12,5 33,72 32,23 
DCF12,6 97,83 47,59 
DCF12,7 76,64 30,54 
DCF12,9 91,14 141,45 
DCF16,1 9,99 41,72 
DCF16,10 41,83 35,32 
DCF16,2 38,06 76,73 
DCF16,3 58,74 43,32 
DCF16,4 24,94 52,20 
DCF16,5 70,67 52,13 
DCF16,6 31,84 57,17 
DCF16,7 35,04 48,70 
DCF16,8 33,03 60,00 
DCF16,9 44,08 73,71 
DCF18,1 40,96 52,55 
DCF18,10? 45,72 52,27 
DCF18,11 37,50 77,71 
DCF18,2 64,24 40,14 
DCF18,3 79,17 6,78 
DCF18,4 92,43 39,04 
DCF18,5 67,90 38,34 
DCF18,6 46,18 47,53 
DCF18,7 0,51 54,71 
DCF18,8 5,38 64,47 
DCF18,9 17,18 77,57 
DCF21,10 35,04 43,44 
DCF21,7 51,96 61,37 
DCF21,8 53,45 55,06 
DCF21,9 26,43 39,12 
DCF26F2 3,10 1,21 
DCF6,1 11,75 34,19 
DCF6,10 0,00 0,00 
DCF6,2 38,00 49,51 
DCF6,3 41,80 37,09 
DCF6,4 47,26 61,92 
DCF6,5 68,12 73,47 
DCF6,6 64,75 75,67 
DCF6,7 43,67 15,56 
DCF6,8 4,28 14,77 




DCF6,9 29,27 0,68 
DCT12,1 39,04 12,81 
DCT12,10 77,87 5,44 
DCT12,11 25,62 10,15 
DCT12,2 22,00 65,38 
DCT12,2 74,33 23,59 
DCT12,3 59,40 58,20 
DCT12,4 17,69 65,48 
DCT12,5 11,66 94,62 
DCT12,5 99,04 34,40 
DCT12,6 29,59 72,13 
DCT12,7 31,72 58,20 
DCT12,8 43,91 16,38 
DCT12,9 18,83 19,02 
DCT16,1 37,70 13,17 
DCT16,10 46,56 4,26 
DCT16,11 39,83 12,77 
DCT16,2 80,40 53,24 
DCT16,3 65,20 45,50 
DCT16,4 38,11 31,22 
DCT16,5 23,69 6,08 
DCT16,6 19,19 17,89 
DCT16,7 33,83 28,51 
DCT16,8 44,94 25,72 
DCT16,9 62,39 27,03 
DCT18,1 82,88 41,04 
DCT18,10 50,13 52,27 
DCT18,2 47,46 26,73 
DCT18,3 60,80 9,59 
DCT18,4 41,86 18,12 
DCT18,6 43,57 44,06 
DCT18,7 50,28 45,16 
DCT18,8 32,99 51,65 
DCT18,9 26,50 67,38 
DCT21,1 40,78 55,83 
DCT21,10 30,18 25,77 
DCT21,2 0,99 0,14 
DCT21,3 35,45 28,17 
DCT21,4 29,32 22,65 
DCT21,5 42,11 48,00 
DCT21,6 67,50 58,51 
DCT21,7 53,97 55,02 
DCT21,8 42,39 64,80 
DCT21,9 36,63 43,19 
DCT6,1 0,00 0,37 
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DCT6,10 10,31 20,39 
DCT6,2 58,22 50,09 
DCT6,4 92,79 19,47 
DCT6,5 61,77 44,75 
DCT6,6 65,80 19,12 
DCT6,7 56,97 21,80 
DCT6,9 23,36 18,97 
DH10,97 9,91 24,89 
DH10,99 85,37 64,85 
DH19,99 0,00 0,00 
DH26,98 45,76 3,10 
DH33,01 82,67 29,02 
DH34,01 1,66 9,25 
DH35,01 29,00 48,15 
DH36,01 0,58 6,45 
DH37,01 17,27 41,93 
DH5,01 10,34 59,20 
DH5,99 54,10 52,22 
DH55,02 0,63 1,43 
DH8,98 26,97 4,67 
DHB8,98 79,17 63,42 
DI21 53,82 44,98 
DI21S 30,50 86,22 
DI2A 44,84 26,60 
DP1HE2 66,63 62,78 
DP1HE21915 35,97 61,11 
DP1HE3 12,69 27,42 
DP1HE4A 52,11 1,95 
DP2H6 0,00 0,09 
DR 17,42 21,01 
DR5,2 13,65 35,59 
DR6,01 0,17 15,87 
DU2,01 44,62 80,87 
DU3,01 20,03 6,58 
DU4,01 80,34 9,55 
ECOLI 13705 17,74 79,45 
ENTF-OU 5,25 17,58 
ERITROBACTER 0,00 0,00 
ERM 80,29 108,31 
FLAVOB,1,3,00 1,21 0,28 
FLEXI 84,61 7,07 
FLEXI,P65031 119,74 5,24 
G2P 0,34 11,43 
H1 5,39 7,55 
H6 8,47 17,73 




HB19 10,18 6,88 
INT1 5,70 33,89 
INT2 17,61 141,31 
INT3 17,37 97,61 
INT4 0,97 73,66 
J-1/08 2,84 67,68 
J-2/08 22,50 69,89 
L,ANGILLARUM 5,51 67,24 
L,JOHNSONI 0,02 4,47 
L6,99 17,08 57,42 
LB18,99 0,00 0,49 
LB8,03 23,00 27,18 
LBR10,99 11,02 8,16 
LBRQ30,10 29,40 20,11 
LG12,00 29,65 15,06 
LG17,00 36,66 14,64 
LG173,02 17,15 21,82 
LG1C65,02 75,85 36,93 
LG22,03 27,34 25,41 
LG38,01 77,58 43,32 
LG38,98 20,94 0,30 
LG39,98 16,05 22,74 
LG4,03 16,91 28,80 
LG40,98 76,24 32,62 
LG41,98 42,58 43,34 
LG6,00 40,21 49,39 
LG65,02 63,93 39,38 
LG66,02 7,35 79,67 
LG74,02 0,01 0,34 
LG75,02 1,53 0,01 
LG77,02 9,39 98,93 
LGB1,05 20,43 43,93 
LGB14,01 108,74 0,85 
LGB27,02 19,70 40,19 
LGB28,01 8,83 36,60 
LGB29,01 15,33 32,80 
LGB30,01 44,14 67,52 
LGB32,03 51,66 15,29 
LGB53,02 57,82 109,10 
LGB6,02 88,07 55,83 
LGB61,02 75,02 55,82 
LGB7,05 131,50 48,51 
LGB78,02 41,03 56,47 
LGH V,ALGIN 18,72 22,55 
LGH/00 29,31 35,69 
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LGH21,01 108,43 41,74 
LGH21,03 23,89 34,19 
LGH24,01 12,10 45,08 
LGH28,01 0,71 0,53 
LGH37,03 7,51 12,88 
LGH40,03 18,44 16,88 
LGH46,01 22,54 25,11 
LGH6,05 144,93 30,66 
LGH60,02 43,14 36,25 
LGH60,02 66,44 31,34 
LGH67,02 51,46 41,99 
LGH69,02 53,51 79,52 
LGLL63,02 50,08 47,59 
LGR1,03 47,17 51,99 
LGR10,03 89,69 77,14 
LGR11,02 26,05 67,63 
LGR13,01 53,74 3,41 
LGR17,01 125,49 0,51 
LGR18,01 16,61 21,36 
LGR2,05 24,60 21,53 
LGR31,01 0,06 3,63 
LGR32,03 70,26 48,57 
LGR38,03 13,37 8,96 
LGR39,01 20,82 24,30 
LGR5,05 102,35 38,62 
LGR52,02 31,08 79,71 
LGR53,01 26,73 66,75 
LGR54,02 50,72 20,65 
LGR62,02 79,66 28,55 
LGR66,02 33,45 53,27 
LGR70,02 43,51 83,57 
LGR70,12 26,94 87,04 
LGR72 16,24 40,06 
LGR76,00 37,18 67,85 
LGR9,01 38,85 1,40 
LGU12,01 107,93 12,27 
LGU15,01 14,06 44,56 
LGU16,01 4,26 43,09 
LGU19,01 2,37 30,77 
LGU20,01 89,55 6,92 
LGU20,03 20,20 0,00 
LGU23,01 26,41 34,01 
LGU25,01 104,12 10,66 
LGU26 107,74 45,82 
LGU26,01 60,05 28,72 




LGU27,01 41,11 64,86 
LGU32,01 22,15 36,80 
LGU34,03 79,42 13,98 
LGU4,00 34,45 12,71 
LGU45,01 27,04 24,99 
LGU47,01 19,10 14,81 
LGU5,00 72,70 92,30 
LGV3,05 54,38 30,25 
LH14,00 47,01 59,01 
LH22,98 119,82 36,64 
LH23,98 28,82 23,01 
LH24,98 4,40 2,05 
LH25,98 129,03 3,92 
LH27,03 61,03 52,10 
LH28,03 51,72 32,20 
LH29,03 19,44 15,83 
LH8,01 0,52 13,71 
LL1,03 81,66 73,37 
LL10,98 0,00 0,00 
LL11,98 3,69 3,90 
LL12,98 30,67 28,87 
LL13,98 0,07 0,00 
LL14,98 0,29 0,00 
LL15,03 31,84 41,78 
LL16,98 40,45 17,83 
LL2,03 39,49 43,41 
LL2,98 82,33 41,21 
LL25,03 5,94 0,66 
LL26,03 36,40 29,49 
LL3,03 43,08 49,60 
LL3,98 1,86 0,02 
LL9,98 74,44 37,17 
LN5,03 4,25 16,68 
LN7,03 7,78 9,43 
LR4,03 88,38 26,43 
LR6,03 38,97 36,96 
LR9,03 35,15 35,51 
LS1 19,07 1,40 
LU7,01 0,15 0,00 
LV1 5,60 9,64 
LV5(1) 31,19 50,57 
LVH(1) 39,93 32,91 
M93SR 83,95 29,37 
MICROCOCCUS 0,22 0,00 
P1 25,32 6,72 
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P12 15,76 16,06 
P13 1,89 36,01 
P15 1,18 27,88 
P16 6,03 20,29 
P17 0,00 11,01 
P17 82,10 25,18 
P18 47,21 26,09 
P19 22,27 26,01 
P21 18,36 30,23 
P22 21,22 6,40 
P23 2,68 0,03 
P24 14,17 19,43 
P25 46,46 10,41 
P26 22,60 39,97 
P27 12,61 4,05 
P28 32,83 21,32 
P29 15,06 22,74 
P3 5,35 0,89 
P30 57,98 4,03 
P32 22,14 23,35 
P34 10,10 55,40 
P36 8,08 65,36 
P37 17,69 37,09 
P38 18,42 38,02 
P39 24,21 9,26 
P44 106,15 15,81 
P5 10,08 1,30 
P53 0,00 4,47 
P54 36,70 35,48 
P57 33,71 27,25 
P59 20,60 29,73 
P67 71,47 4,77 
P8 14,83 26,29 
PD51G 36,08 101,25 
PDB 40,31 77,83 
PDB1 0,04 15,95 
PDB2 0,14 54,63 
PDB3 0,03 64,78 
PDB4 0,00 0,72 
PDI1 0,00 39,33 
PDI2 26,92 45,62 
PDI3 0,00 0,00 
PDI4 16,50 45,62 
PDI6 50,71 121,59 
PDI7 19,89 68,93 




PDP1 17,51 65,01 
PDP10 61,97 44,06 
PDP11 23,57 28,20 
PDP12 70,89 26,06 
PDP13 38,55 0,50 
PDP14 48,58 58,72 
PDP15 0,33 67,38 
PDP16 52,75 4,84 
PDP2 35,77 50,70 
PDP3 20,20 22,40 
PDP4 0,46 0,72 
PDP5 0,33 42,03 
PDP6 46,24 96,98 
PDP7 120,56 3,45 
PDP8 0,37 32,94 
PDP9 3,33 69,20 
PLI1 19,80 11,84 
PLI2 26,86 19,46 
PLI3 12,96 36,89 
PLI4 38,36 30,03 
PLP1 37,46 26,55 
PLP2 58,98 8,20 
PLP3 18,03 59,06 
PLP4 40,24 35,55 
PLP5 23,35 21,66 
PLP6 24,40 30,73 
PLP7 13,32 42,23 
PLP8 22,78 44,07 
PP1 28,25 52,50 
PP5 79,05 22,96 
PP7 0,00 0,92 
PP8 17,65 92,70 
PP8H 1,18 72,54 
PS,AER,21,9 37,93 50,60 
PS1 113,01 53,40 
PSW10 20,96 35,24 
PSW2 29,92 74,30 
PSW3 40,69 109,50 
PSW4 44,56 44,48 
PSW5 16,31 86,34 
PSW6 52,07 42,27 
PSW7 5,52 31,28 
PSW8 17,95 22,60 
PSW9 8,07 30,40 
R1M2 4,77 7,33 
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R6 0,00 0,61 
RPH543,1 12,95 0,00 
RPH549,1 46,60 0,00 
S,TIPHI, 78,11 102,79 
S1M1 8,50 57,53 
S1M2 22,95 32,06 
S1M3 19,25 9,14 
S1M4 94,12 49,50 
S1M5 27,89 23,57 
S1M6 49,16 69,43 
S2B1 66,66 64,29 
S2B3 44,95 22,44 
S2B4 125,86 111,99 
S2M1 4,33 38,58 
S2M2 41,71 54,28 
S2M3 9,87 10,20 
S2R1 67,59 80,63 
S3M1 45,90 26,71 
S3R1 52,23 47,04 
S3R2 30,46 69,71 
S3R3 17,77 30,11 
SBR2 44,03 22,53 
SBR3 31,54 33,81 
SBR4 21,98 27,01 
SBR5 39,78 41,37 
TW493,02 80,10 30,41 
V,ALGIN, 35,47 0,20 
V,ALGINOL 123,08 43,62 
V,PARAH 37,07 24,77 
V,SPLENDIDUS 14,36 39,52 
V,VULNIF 43,42 42,70 
V1B571 1,98 18,49 
VA1 3,63 29,90 
VAC613 66,07 46,02 
VB56,02 27,25 3,93 
VIBRIO FISHERI 18,42 9,62 
VIBRIO L2 79,51 3,99 
VIBRIO V2 71,69 9,66 
VSP1 15,62 23,24 
VSP2 0,00 24,68 
VSP7 17,21 12,44 
WPY13,7,1,00 4,03 10,33 
XC24,10 86,94 33,23 
XCPUC 43,00 48,62 
XM19 57,43 62,75 




XSTS 49,50 45,54 
YM19SW 27,19 95,09 
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a b s t r a c t
Senegalese sole cultures are frequently affected by Vibrio harveyi disease outbreaks. Vaccines in aqua-
culture are one of the most successful methods of preventing ﬁsh pathologies; however, these vaccines
are usually composed of inactivated whole cells containing a wide pool of antigens, and some do not
induce any protection against pathogens. Thus, the aim of this study was to identify immunogenic
proteins of V. harveyi involved in the speciﬁc antibody production by Senegalese sole.
S. senegalensis specimens were immunized, by intraperitoneal injection, with V. harveyi bacterin
supplemented with inactivated extracellular polymeric substances (ECP) and Freund incomplete adju-
vant to obtain polyclonal antiserum. One month later, specimens were re-inoculated with the same
antigens. Sera from immunized ﬁsh were collected two months post ﬁrst immunization.
Strong speciﬁc immune response to V. harveyi antigens was detected by ELISA using bacterin (limit
dilutions of sera were 1:64000), ECP (1:4000) and outer membrane proteins (OMP) (1:4000) as antigens.
Presence of immunogenic proteins in V. harveyi ECP and OMP were determined by 2D-PAGE. For
Western Blot analysis some gels were transferred onto nitrocellulose membranes and incubated with
sera from S. senegalensis specimens immunized against V. harveyi. 2D-PAGE and Western Blot showed at
least ﬁve reactive proteins in the ECP and two in the OMP fraction. The spots that clearly reacted with the
sole antiserum were excised from stained gel, and analyzed by mass spectrometry (MALDI/TOFTOF). A
database search was then performed, using MASCOT as the search method. According to the results, the
ﬁve ECP spots were identiﬁed as Maltoporine, protein homologous to Metal dependent phosphohy-
drolase, two porins isoforms of V. harveyi and a protein homologous to the cell division protein FtsH.
Reactive proteins in the OMP fraction were identiﬁed as the protein 3-hydroxyisobutyrate dehydroge-
nase and a protein homologous to acid phosphatase.
© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Senegalese sole cultures are frequently affected by Vibrio harveyi
disease outbreaks [1,2]. Vaccines are one of the most successful
methods of preventing ﬁsh pathologies [3]; however these vaccines
are usually composed of inactivated whole cells containing a wide
pool of antigens, and some of them do not induce any protection
against pathogens [4]. Vaccines consisting of puriﬁed immunogenic
antigens could induce higher protection than inactivated whole
cells. Outer membrane proteins (OMP) and extracellular polymeric
substances (ECP) of V. harveyi are good candidates for ﬁnding
immunogenic antigens [5]. The ability to separate different proteins
by two-dimensional electrophoresis, Western blot and mass spec-
trometry (MS) are decisive in the identiﬁcation of immunogenic
proteins, providing the necessary data for the development of
effective vaccines [6].
The aim of this study was to identify V. harveyi immunogenic
proteins involved in the speciﬁc antibody production by Senegalese
sole.
For this purpose, Solea senegalensis (Kaup) specimens were
immunized, with V. harveyi bacterin (inactivated whole cells, used
as a source of antigenic OMP) and ECP, to obtain polyclonal anti-
serum. The ﬁsh, (400 g mean body weight), were supplied by Ser-
vicios Centrales de Investigacion de Cultivos Marinos (CASEM,
University of Cadiz, Puerto Real, Spain). V. harveyi cells (strain
Lg16.00) were grown in tryptic soy agar medium supplemented* Corresponding author.
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with 2% NaCl (TSAs) for 24 h at 22 C. Bacterin was prepared with
cells inactivated with formalin (1% v/v) [5], washed and suspended
in PBS to 109 cells mL1. The ECP were obtained using the cello-
phane technique described by Liu [7]. Then, ECP
(800 mg protein m L1) were inactivated by the addition of formalin
(1% v/v, ﬁnal concentration) and heating at 100 C for 30 min. The
inactivated ECP solution was ﬁnally mixed with the bacterin in a
1:10 ratio.
Fish (n ¼ 10) were immunized with 0.1 mL of inactivated ECP-
bacterin preparation mixed with 0.1 mL of Freund incomplete
adjuvant (FIA; SigmaeAldrich) (0.2 mL, total volume) by intraper-
itoneal injection (i.p.). One month later, ﬁsh received a booster of
the same vaccine preparation. A group of non-immunized ﬁsh
(n ¼ 10) was used as negative control. One month after the second
immunization, ﬁsh were anaesthetized, and blood was collected,
allowed to clot to obtain sole antiserum, and stored at 80 C. All
the experiments complied with the European Union (2010/63/EU),
and the Spanish Government (RD 53/2013) Guidelines for the use of
laboratory animals.
The detection of speciﬁc antibody titers was carried out by ELISA
[8]. Brieﬂy, wells of microtiter plates (Nunc) were coated with the
Lg16.00 bacterin, ECP or OMP (puriﬁed according to Lambert [9]).
Strains Lg14.00 (V. harveyi), PDP11 (Shewanella putrefaciens) and
Lg41.01 (Photobacterium damselae subsp. piscicida) were also used
as controls to determine the speciﬁcity of the reaction of immu-
nized ﬁsh sera against V. harveyi.
Antigen-coated wells were sequentially incubated with serial
dilutions of ﬁsh serum, rabbit antibody anti-sole immunoglobulin
(1:1000), horseradish peroxidase-conjugated goat antibody anti-
rabbit immunoglobulin (1:5000), and o-phenylendiamine dihy-
drochloride (Fast OPG; SigmaeAldrich) as developing solution. The
reactionwas stopped by addition of 3MH2SO4, and absorbancewas
determined at 490 nm. The limit dilution method was used for the
determination of the speciﬁc antibody titre (absorbance of the
highest serum dilution  average of negative control
absorbance þ 2  negative control absorbance standard deviation)
[10].
ELISA data showed a strong speciﬁc immune response by
S. senegalensis specimens to the immunization with V. harveyi an-
tigens. Limit dilutions of sera were 1:64.000 for Vibrio harvey
strains Lg14.00 and Lg16.00 bacterin, and 1:4000 for ECP and OMP.
On the contrary, no signiﬁcant differences in antibody titers were
observed between Lg16.00-immunized and negative control sera
when S. putrefaciens (PDP11) and P. damselae subsp. piscicida
(Lg41.01) were used as antigens, thus indicating speciﬁcity between
antiserum and V. harveyi antigens.
Two-dimensional electrophoresis (2D-PAGE) and Western Blot
analysis were carried out for the detection of immunogenic pro-
teins in ECP and OMP. The 2D-PAGE gels were developed according
to G€org et al. [11]. The proteins were added to 11 cm immobilized
pH gradient strips (IPG, pH gradient 3e10, ReadyStrip IPG strips,
Bio-Rad). Proteins in IPG strips were electrofocused using a Protean
Isoelectrofocusing (IEF) Cell, (BioRad). IPG strips were embedded in
0.5% agarose (w/v) on top of 10% acrylamide gel. Second dimension
separations were performed on an Omnipage platform (Cleaver
Scientiﬁc) at 250 V. Proteins in the gels were ﬁxed with 50%
methanol and 10% acetic acid. The gels were silver stained (Proteo
Silver Plus, Sigma) and scanned at 700 ppi (GS-800, BioRad).
Western Blot Analysis was carried out according to the method
described by Arijo et al. [5]. Gels were transferred onto 0.45 mm
pore size nitrocellulose membranes (Sigma) by applying 300 mA
for 60 min using transfer buffer in a semi-dry transblotter (BioRad).
Themembranes were incubated in Senegalese sole sera immunized
against V. harveyi (dilution 1:400). Sera collected from non-
immunized ﬁsh were used as negative control. After incubation,
membranes were sequentially incubated with rabbit anti-
Senegalese sole Ig (1:1000), goat anti-rabbit Ig G horseradish
peroxidase-conjugate (Sigma) diluted 1:5000, and developing so-
lution (3,30,5,50-Tetramethylbenzidine, TMB, Sigma). The reaction
was stopped with distilled water.
A minimum of ﬁve strong immunogenic proteins (Spots) with
molecular weights ranging from 30 kDa to 70 kDawere detected in
V. harveyi ECP (Fig. 1); whilst two spots of 30 kDa molecular weight
were highly reactive in OMP samples (Fig. 1). Membranes devel-
oped with non-immunized sera did not show any reactive protein
by Western blot analysis.
In order to identify reactive proteins, 2D gels were scanned with
GS-800 Calibrated Densitometer (BioRad), and Quantity One soft-
ware (Biorad) was used for gel analysis. The 2D image of the gel
from each sample was compared with the Western Blot and spots
that clearly reacted with the sole antiserum were selected.
Protein spots were manually excised, rinsed with distilled H2O
and subjected to in-gel digestion to extract proteins prior to mass
spectrometry analysis. Peptides resulting from protein digestion
were analyzed by mass spectrometry (MALDI/TOFeTOF, 4700
Proteomics Analyzer, Applied Biosystems). A database search was
then performed, combining the results of the ﬁngerprint peptide
(MS) with a fragmentation (MS/MS) of peptides from each spot
according to the MS spectrum, using MASCOT as the search method
[12].
Identiﬁcation of reactive proteins is shown in Table 1. Spot ECP-1
was identiﬁed as a 3 Maltoporine. Maltoporine facilitates the
translocation of maltodextrins across the outer membrane of
Gram-negative bacteria. In particular, it is indispensable for the
diffusion of large solutes such as maltooligosaccharides. The
immunologic role is unknown in V. harveyi but it is well-known in
other Vibrio species such as Vibrio cholerae (protein OmpS) [13]. In
addition, the potentiality of this protein as vaccine antigen in
V. harveyi can be borne out if we consider that protective immune
response against Aeromonas hydrophila and Edwardsiella tarda has
been reported after immunization with puriﬁed recombinant
A. hydrophilamaltoporine [14]. Spot ECP-2 was homologous (98.9%)
to a Metal dependent phosphohydrolase which plays an important
role in infection stages of somemicrobes [15]. Spots ECP-3 and ECP-
4 were identiﬁed as porin isoforms of V. harveyi. Unfortunately
there is no additional information in the proteomic microbe data-
base for both spots. Porins form channels for small hydrophilic
molecules and are involved in the transport of nutrients, antibiotics
and other modulators [16]. In addition, porins have been reported
to constitute relevant immunogenic components in Vibrio species
[17e19]. Finally, spot ECP-5 was homologous (80.1%) to the cell
division protein FtsH, a peptidase essential for effective adaptation
in stress response [20]. Although these proteins are located in the
cellular membranes, they have an extracellular domain; therefore,
their detection in V. harveyi ECP might be due to sample contami-
nation with lysed cells.
Regarding OMPs (Table 1), spot OMP-1 was identiﬁed as the
protein 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase. 3-hydroxyisobutyrate
is reversibly oxidized to methylmalonate semialdehyde by a
membrane-bound 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase [21]. Also
the protein is involved in lipid transport and valin metabolism.
However the role in virulence of this enzyme and in the activation of
ﬁsh immune systems has not been established yet. Finally, the spot
OMP-2 was identiﬁed as an acid phosphatase protein. Acid phos-
phatase (AP) activity has been described in Vibrio species [22e24].
This enzymatic activity has an important role in bacterial prolifera-
tion [25] by the blockage of host-derived reactive oxygen species
produced by neutrophils, allowing themicrobe to avoid phagocytosis
and contributing to its pathogenicity [26]. Further studies are
required to conﬁrm whether AP is a virulence factor in Vibrio sp.
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In conclusion, the proteins identiﬁed in this study can be
considered as potential candidates in the design of vaccines for
S. senegalensis against V. harveyi. However, further studies are
necessary to determine the level of protection conferred to ﬁsh
specimens by these antigens.
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